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Resumo 
O presente trabalho avaliou a presença de limonoides no resíduo industrial de andiroba (RIA), 
resíduo gerado após a extração do óleo das sementes de andiroba (Carapa guianensis). O óleo 
da semente de andiroba é tradicionalmente utilizado na medicina popular para o tratamento de 
diversas doenças (doenças de pele, artrites, reumatismos, infecções no ouvido, cicatrização de 
feridas e contusões) e estudos indicam que os limonoides são os principais responsáveis pela 
atividade biológica do óleo. Esse trabalho foi dividido em três etapas. Na primeira etapa, foi 
desenvolvido um processo para obtenção de um concentrado de limonoides a partir da 
extração do RIA e do óleo de andiroba. Após obtenção dos concentrados, os limonoides 
presentes nos concentrados foram identificados e o limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina foi 
isolado e caracterizado utilizando as técnicas de ressonância magnética nuclear de próton 
(RMN-1H), cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas 
(CLUE-EM) e espectrometria de massas sequencial (EM-EM). Na segunda etapa do trabalho, 
foi desenvolvido um processo otimizado para separação dos limonoides presentes nos 
concentrados utilizando o CLUE-EM. Para desenvolver o processo, primeiramente as 
condições experimentais ideais foram estudadas através de um planejamento experimental de 
composto central. Em seguida, os ensaios obtidos pelos planejamentos foram avaliados 
utilizando a função de desejabilidade de Derringer & Suich. Finalmente, na terceira etapa do 
trabalho, foi realizada a quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina nos 
concentrados de limonoides, utilizando as condições experimentais desenvolvidas na etapa 
anterior. Por fim, foi realizado um estudo qualitativo entre os concentrados de limonoides 
obtidos com o RIA e com o óleo de andiroba determinando as áreas relativas aos limonoides 
nas análises de CLUE-EM e utilizando o método de análise por componentes principais 
(PCA). 
 
  
Abstract 
This work evaluated the presence of limonoids in industrial waste of andiroba, waste 
generated after oil extraction from andiroba (Carapa guianensis) seeds. The andiroba oil is 
traditionally used in popular medicine to treat several disease (skin diseases, arthritis, 
rheumatism, ear infections, wound healing and bruising) and studies indicate that limonoids 
are mainly responsible for biological activity of the oil. This work was divided into three 
stages. In the first stage, a process to obtain concentrates of limonoids from the industrial 
waste of andiroba and from andiroba oil was developed. Then, the limonoids present in the 
concentrates were identified and the limonoid 7-desacetoxi-7-oxogedunina was isolated and 
characterized using proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR), ultra performance liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC/MS) and mass spectrometry em 
tandem (MS-MS) techniques. In the second stage, the optimization of limonoids separation 
using UPLC/MS was developed. Initially, a central composite design was performed in order 
to optimize the UPLC experimental conditions. Following, Derringer & Suich´s desirability 
function was applied into the designs assays. Finally, in the third stage of this work, the 
limonoid 7-desacetoxi-7-oxogedunina was quantified in the limonoids concentrates using the 
experimental condition optimized in the previous stage. Lastly, a quality analysis between the 
concentrates obtained from andiroba wastes and andiroba oil was performed by determination 
of the relative areas of the limonoids, in the UPLC-MS analysis and using the principal 
components analysis (PCA). 
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1 Introdução 
A andiroba (Figura 1.1) é uma árvore de grande porte, com cerca de 30 metros de 
altura, podendo atingir 55 metros. Encontrada predominantemente em áreas alagadas, embora 
possa ser encontrada em locais secos, ocorre no sul da América Central, Colômbia, 
Venezuela, Surinami, Guiana Francesa, Brasil, Peru, Paraguai e nas ilhas do Caribe. No 
Brasil, ocorre em toda a bacia Amazônica, preferencialmente nas várzeas e áreas alagáveis ao 
longo dos igapós.1 
O nome andiroba é atribuído a espécie Carapa guianensis Aubl, pertencente à 
família Meliaceae, e possui as seguintes espécies como sinonímias: Capara procera D.C., 
Carapa latifólia Willd., Xylocarpus carapa Spreng., Capara macrocarpa Ducke.2 A andiroba 
é conhecida popularmente como roba-mahogany (Estados Unidos), karapa, british-guiana-
mahogany (Guiana), bois-caille, carape-blanc, carape-rouge, andiroba-carapa (Guiana-
Francesa); crabwood (Inglaterra); cedro-bateo (Panamá) e krappa (Suriname).3 
A andiroba é uma árvore com folhagem perene que tolera sombra nas etapas 
iniciais de seu desenvolvimento, porém requer elevado grau de iluminação para passar pelas 
etapas intermediárias até a maturidade, aumentando o seu crescimento se ocorrer uma 
abertura no dossel. Suas sementes possuem como principais predadores as espécies de insetos 
Hypsipyla grandella e H. Ferrealis (Lepidoptera, Pyralidae), com taxa de predação média de 
62% das sementes com redução no processo de germinação.3, 4  
Seu tronco possuí casca grossa de coloração avermelhada ou acinzentada que se 
desprende facilmente em grandes placas. As folhas possuem, em média, 30 a 90 cm de 
comprimento e as flores são pequenas, de coloração branca ou creme, levemente perfumadas. 
O fruto é uma cápsula grande e grossa, provida de várias sementes volumosas. 4 As sementes 
(Figura 1.1) possuem coloração marrom, laterais anguladas e podem apresentar uma grande 
variação de tamanho.3 
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Figura 1.1. Árvore (esquerda) e sementes (direita) de andiroba Fonte: Semente de Andiroba. 
Conjuntura Especial - Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), 2013.5 
 
A madeira da andiroba é considerada nobre devido à alta qualidade, semelhantes 
ao mogno (Swietenia mahagoni e S. macrophylla) e cedro (Cedrella fissilis), ambas 
pertencentes à família Meliaceae.6 É levemente densa (0,70 a 0,75 g/cm³) e possui alto poder 
calorífero. Em razão dessas características, a madeira é bastante utilizada na fabricação de 
móveis, lâminas, compensados, na construção civil e no acabamento interno de barcos e 
navios.3,7  
O óleo, extraído de suas sementes, é muito utilizado na medicina popular da 
região da bacia Amazônica, sendo comum seu uso para o tratamento de doenças de pele, 
artrites, reumatismos, infecções no ouvido, cicatrização de feridas e contusões. O óleo é 
também utilizado como repelente de insetos8, na iluminação das casas e na preparação de 
sabão e cosméticos.3  
 Aspectos econômicos da árvore de andiroba 
A andiroba é uma árvore bastante importante para a economia local, na bacia 
Amazônica, devido às várias aplicações de sua madeira e, principalmente, de seu óleo.6 O uso 
do óleo na medicina local e na preparação de sabão e cosméticos aliado ao recente 
crescimento do mercado de cosméticos nos últimos anos (Figura 1.2) e à busca de produtos 
naturais como matérias-primas para o desenvolvimento de novos produtos de higiene pessoal, 
medicamentos homeopáticos e cosméticos, impulsionaram o comércio do óleo de andiroba 
nos últimos anos. Atualmente, os principais compradores do óleo são indústrias farmacêuticas 
e laboratórios, nacionais e internacionais, que utilizam o óleo na fabricação de velas, 
cosméticos, remédios homeopáticos, entre outros.9 
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Ainda que haja falta de registro histórico detalhado acerca da produção e 
comercialização do óleo de andiroba, nos últimos anos houve um aumento no valor 
comercializado do óleo, indicando um aumento na procura do produto. No período de 2008 a 
2014, o preço do litro do óleo de andiroba, comercializados nos municípios de Lábrea e 
Carauari, no Amazonas, registraram um aumento de mais de 100%, variando de, 
aproximadamente, R$ 9,00 a R$ 20,00 (Figura 1.3).5 
 
Figura 1.2. Faturamento médio anual do mercado de cosméticos, em reais e dólares, entre os 
anos de 2005 e 2015. Fonte: ABIHPEC, 2016. 
 
Figura 1.3. Preço médio anual do litro do óleo de andiroba comercializado entre os anos de 
2008 e 2014, nas cidades de Lábrea e Carauari, no Amazonas. Fonte: Semente de Andiroba. 
Conjuntura Especial - Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), 2013.5 
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O aumento no interesse da indústria para a aplicação do óleo de andiroba em 
produtos comerciais estimulou o desenvolvimento de novos produtos, que pode ser notado 
pelo crescimento no número de patentes e de pedidos de patentes publicadas nos últimos 10 
anos (Figura 1.4). Entre as áreas das empresas com patentes, destacam-se a cosmética (47%), 
química (26%), farmacêutica (14%), entre outras (12%) O país com maior número de patentes 
pedidos de patentes e é o Brasil (53%), seguido dos EUA (22%), Japão (8%) e França (5%) 
(Figura 1.5).  
 
Figura 1.4. Número de pedidos de patentes e patentes depositadas com as palavras chaves 
“andiroba OR Carapa guianensis” nos campos Abstract, Title, Keyword. As buscas foram 
realizadas nos bancos de dados Espacenet (https://worldwide.espacenet.com), SciFinder 
(https://scifinder.cas.org) e ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com), totalizando 94 
patentes e pedidos de patentes depositados até 2016. 
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Figura 1.5. Ramos das empresas com depósito de patentes e pedidos de patentes sobre a 
andiroba (esquerda) e países em que as patentes e pedidos de patentes foram depositados 
(direita). Para busca dos artigos foram consideradas as palavras chaves “andiroba OR Carapa 
guianensis” nos campos Abstract, Title, Keyword. As buscas foram realizadas nos bancos de 
dados Espacenet (https://worldwide.espacenet.com), SciFinder (https://scifinder.cas.org) e 
ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com), totalizando 94 patentes e pedidos de patentes 
até 2016. 
 Produção do óleo de andiroba e o resíduo industrial de andiroba  
Embora haja um crescimento no interesse do mercado no óleo de andiroba, 
evidenciado pelo crescimento nos pedidos de patentes e no valor do litro do óleo 
comercializado, há uma grande carência de estudos sobre a produção, rendimento e métodos 
de extração. Segundo dados do IBGE, estima-se que cerca de 190 toneladas de óleo é 
produzido ao ano, mas há indicações de que esse dado esteja subvalorizado, pois há relatos de 
uma produção muito maior por parte das indústrias e cooperativas.5 
Dentre os processos de extrações registrados, há o processo artesanal e o 
industrial, realizado por prensas hidráulicas. O processo artesanal de extração, realizado por 
comunidades locais na região Amazônica, é o processo mais utilizado. Nele, as sementes de 
duas espécies distintas de árvores, a Carapa procera e Carapa guianensis, são usadas 
indiscriminadamente. O tempo total para a obtenção do óleo é de cerca de 2 meses e é dívida 
em 3 etapas: colheita e armazenamento das sementes (3 a 15 dias), cozimento e 
armazenamento das sementes (20 dias), e extração do óleo (30 dias). Na etapa de extração, as 
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sementes são amassadas manualmente. Estudos indicam um rendimento que varia de 2 a 30 
kg de semente para a obtenção de 1 litro de óleo de andiroba.7 
No processo industrial de extração, as sementes são trituradas e colocadas em uma 
estufa à cerca de 65ºC, em seguida o material é prensado a quente (90ºC). O rendimento no 
processo industrial raramente excede 30% sobre as sementes. Em decorrência do baixo 
rendimento das extrações, há geração de 70 a 90% de resíduo, em relação a massa de semente, 
totalizando mais de 130 toneladas de resíduo de andiroba gerado ao ano.5,10,11 
Embora o resíduo seja utilizado pelas comunidades locais na fabricação de sabão, 
adubo, para alimentar animais e espantar mosquitos, a absorção de todo rejeito industrial 
ainda é bastante baixa. Estudos demostrando propriedades inseticidas do óleo de andiroba,12–
16 contribuíram para o desenvolvimento de velas com propriedade repelente utilizando o 
resíduo.17. Há, ainda, estudos indicando a potencialidade de produção de biocombustíveis com 
esse resíduo18, visto que o óleo de andiroba já é usualmente utilizado em lamparinas para 
iluminação de casas. Contudo, ainda que exista o uso do resíduo industrial de andiroba nas 
comunidades locais e como matéria-prima na fabricação de velas, a capacidade a absorção de 
todo o rejeito industrial é bastante baixa. 
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2 Revisão bibliográfica 
Os primeiros registros científicos encontrados acerca do óleo de andiroba datam 
do início do século XX. Nesses registros, são relatados estudos físico-químico do óleo de 
andiroba e são discutidos a relação entre as diferentes espécies da Carapa, em especial entre a 
Capara guianensis (andiroba) e Carapa procera, muitas vezes consideradas sinônimas.19–21 
Na década de 1940, encontra-se o primeiro registro científico relatando a atividade biológica 
da andiroba: atividade antifúngica da madeira.22 Posteriormente, na década de 1960, 
encontram-se na literatura estudos de atividade antitumoral da andiroba contra Yoshida 
carcinoma23 e sobre a presença de limonoides, também conhecidos como 
tetranortriterpenoides, na madeira e no óleo de andiroba.24,25 Esses compostos já tinham disso 
encontrados em outros membros da família Meliaceae e com atividade biológica já 
comprovada.26 A partir da década de 1990, intensificaram os estudos sobre a atividade 
biológica da andiroba e a presença dos limonoides22,27, uma vez que os limonoides já eram 
considerados os principais responsáveis pelas atividades biológicas do óleo de andiroba.26 
Além de estudos sobre a presença de limonoides e atividade biológica do óleo, há estudos 
relacionados à ecologia, incluindo estudos botânicos e sobre o ecossistema1,3,6,28–31. Ainda, 
estudos sobre o uso de óleo em outros processos industriais são registrados a partir da década 
de 1950.32 
Embora haja estudos relatados desde as primeiras décadas do século XX, somente 
a partir dos anos 2000 houve um crescimento significativo no número de artigos publicados 
sobre o tema (Figura 2.1). Dentre os artigos publicados sobre a andiroba (Figura 2.2), a maior 
área de estudo é sobre a atividade biológica, concentrando cerca de 33% dos artigos. Dentre 
os artigos relacionados à química (22%), destacam-se os estudos sobre os limonoides 
presentes na madeira, sementes e flores da andiroba. Há, ainda, estudos relacionados a 
importância da andiroba para o ecossistema das florestas tropicais (ecologia, 26%) e o uso do 
óleo de andiroba em processos para obtenção de polímeros, nanoestruturas (engenharia, 15%), 
entre outros (outros, 4%). 
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Figura 2.1 Número de artigos publicados até o ano de 2016 com as palavras chaves “andiroba 
OR Carapa guianensis” nos campos Abstract, Title, Keyword. As buscas foram realizadas nos 
bancos de dados SciFinder (https://scifinder.cas.org) e ScienceDirect 
(http://www.sciencedirect.com), totalizando 199 artigos publicados até 2016. 
 
 
Figura 2.2. Assuntos envolvidos nos artigos publicados sobre a andiroba. Para busca dos 
artigos foram consideradas as palavras chaves “andiroba OR Carapa guianensis” nos campos 
Abstract, Title, Keyword. As buscas foram realizadas nos bancos de dados SciFinder 
(https://scifinder.cas.org) e ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com), totalizando 199 
artigos publicados até 2016. 
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 Óleo de andiroba 
O óleo de andiroba, principal subproduto comercializado da andiroba, é 
constituído majoritariamente de material saponificável, onde se destacam derivados dos 
ácidos graxos palmítico, oleico, esteárico e linoleico.33 Além dos ácidos graxos, o óleo 
contém cerca de 5% de material insaponificável, dos quais destacam-se as cumarinas, esteróis, 
flavonóides e sesquiterpenos.34 Entretanto, uma das suas principais características, e de outros 
membros da família Meliaceae, é a ocorrência dos limonoides ou tetranortriterpenóides. Essas 
substâncias são consideradas as principais responsáveis pelas atividades biológicas do óleo de 
andiroba.26 
 Limonoides 
O interesse acadêmico pelos limonoides iniciou-se quando cientistas procuravam 
encontrar a causa do sabor amargo encontrado nos cítricos. O primeiro tetranortriterpenoide 
encontrado em cítricos foi o limoneno, derivando-se dele o termo limonoide. Embora 
centenas de limonoides tenham sido isolados de várias plantas, esses compostos são 
encontrados mais frequentemente nas famílias Meliaceae e Rutaceae e, em menor frequência 
em Cneoraceae e Harrisonia sp.de Simaroubaceae. Mais de 300 limonóides são conhecidos 
hoje, sendo que cerca de um terço pertencem à árvore Neen (Azadirachta indica) e 
Chinaberry (Melia azedarach).26 
Os limonoide representam um grupo de compostos derivados de triterpenos 
altamente oxidados, de polaridade moderada, insolúveis em água e hexano, mas solúveis em 
hidrocarbonetos, álcool e cetona. Podem ser encontrados na forma neutra (não-
carboxilada/não-glicosilada) ou na forma ácida (carboxilada/glicosilada).26 
Esses compostos, de acordo com o biossíntese atualmente aceita, possuem como 
precursores os triterpenóides tetracíclico tirucallane ou euphane em que modificações no 
esqueleto dos triterpenóides, envolvendo fusão e reciclização de anéis, resultam em sistemas 
heterocíclicos oxidados, isto é, nos limonoides (Figura 2.3).35 
Na literatura são encontrados diversos estudos relatando a presença de limonoides 
na andiroba. Os primeiros estudos relatam a descoberta dos limonoides 11-acetoxigedunina 
(1) e 6,11-diacetoxigedunina (2) e 6-acetoxigedunina (3) na madeira da andiroba.24,36 Nas 
sementes, foram encontrados os limonoides: andirobina (4),37 epoxiazadiradiona (5), 6-
acetoxi-epoxiazadiradiona (6), 6-hidroxigedunina (7), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (8) e 
26 
 
 
angolensato de metila (9).38 Posteriormente, o limonoide 6-acetoxigedunina (3), incialmente 
encontrado na madeira, foi encontrado na semente.39 Ainda nas sementes, foram encontrados 
os limonoides gedunina (10), 17β-hidroxiazadiradiona (11), 1,2-di-hidro-3β-hidroxi-7-
desacetoxi-7-oxogedunina (12), angolensato de metila (9), xiloccesina k (13),39, 6-hidroxi-
angolensato de metila (14), 6α-acetoxi-7-desacetilgedunina (15),34 carapanolides A e B (16 e 
17),40 carapanolides C a I (18 a 24),41 , carapanolides J a L (25 a 27),42 carapanolides M a S 
(28 a 34),43 carapanolides T a X (35 a 39),44 e guianolides A e B (40 e 41).45 E, mais 
recentemente, estudos comprovaram a presença de outros tipos de limonoides nas flores da 
andiroba: os andirolides A a G (42 a 48),46 andirolides H a P (49 a 57),47 andirolides Q a V 
(58 a 63)48 e os andirolides W a Y (64 a 66).49  
Na Figura 2.4 estão representados a estrutura química dos limonoides encontrados 
na andiroba e um resumo com os limonoides da andiroba encontrados na literatura está 
descrita na Tabela 2.1. 
 
 
Figura 2.3. Esquema simplificado da biossíntese dos limonoide encontrados nas famílias 
Meliaceae e Rutaceae.35  
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01: R1 = OAc, R2 = H 
02: R1 = OAc, R2 = OAc 
 
03: R1 = OAc, R2 = OAc 
07: R1 = OH, R2 = OAc 
10: R1 = H, R2 = OAc 
15: R1 = OAc, R2 = OH 
 
04 
05: R = H 
06: R = OAc 
 
 
 
  
08: R = O 
12: R = OH 
09: R = H 
14: R = OH 11 13 
 
   
16: R = COCH(CH3)2 
17: R=COC(CH3)=CHCH3 
18: R1 = CH3, R2 = OAc, R3 = 
H 
19: R1 = CH3, R2 = OH, R3 = 
OAc 
20: R1 = H, R2 = H, R3 = H 
21: R = CH3 
22: R = H 
23 
 
 
 
 
24 25 26 27 
28 
 
 
  
  
28 
29 R1 = OAc, R2 = 
COCH(CH3)2 
30: R1 = OH, R 2= 
COCH(CH3)2 
31: R1 = OH, R 2= COCH2CH3 
32: R1 = H, R2 = COCH2CH3 
33: R = COCH(CH3)2 
34: R = COC(CH3)CHCH3 
35: R = COCH(CH3)2 
36: R = COC(CH3)CHCH3 
    
37 38 39 
40: R = Ac 
41: R = O 
    
42: R = Ac 
 
43: R = Ac 
44: R = COCH(CH3)2 
45: R = COC(CH3)CHCH3 
46 
47: Δ14-15-ene 48 
 
 
 
 
49 50 51 52 
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53: R1 = Tig, R2: H 
54: R1 = COCH(CH3)2, 
R2:H 
61: R1 = OAc, R2: = CH3 
65: R1 = OAc, R2: = H 
 
55 
56: R = Ac 
57: R = H 58 
 
  
 
59 60 62 63 
  
  
64 66   
Figura 2.4. Estrutura química dos limonoides encontrados na andiroba. 
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Tabela 2.1. Limonoides encontrados em diferentes partes da árvore de andiroba. 
ID Limonoide Parte 
01 11-acetoxigedunina Madeira 24 
02 6,11-diacetoxigedunina Madeira 24,36 
03 6-acetoxigedunina Semente 34,38,39 Madeira 36 
04 andirobina Semente 36,37 
05 epoxiazadiradiona Semente 38 
06 6-acetoxi-epoxiazadiradiona Semente 38 
07 6-hidroxigedunina Semente 38 
08 7-desacetoxi-7-oxogedunina Semente 34,37,38,50 
09 angolensato de metila Semente 34,38,39 
10 gedunina Semente 39 
11 17β-hidroxiazadiradiona Semente 39 
12 1,2-di-hidro-3β-hidroxi-7-desacetoxi-7-
oxogedunina Semente 
39 
13 xiloccesina k Semente 39 
14 6-hidroxi-angolensato de metila Semente 34 
15 6acetoxi-7-desacetoxigedunina Semente 34 
16 e 17 carapanolides A-B Semente 40 
18 a 24 carapanolides C-I Semente 41 
25 a 27 carapanolides J-L Semente 42 
28 a 34 carapanolides M-S Semente 43 
35 a 39 carapanolides T-X Semente 44 
40 e 41 guianolides A-B Semente 45 
42 a 48 andirolides A-G Flor 46 
49 a 57 andirolides H-P Flor 47 
58 a 63 andirolides Q-V Flor 48 
64 a 66 andirolides W-Y Flor 49 
 
 Atividade biológica do óleo de andiroba e de seus limonoides 
Em adição aos estudos sobre os limonoides da andiroba, vários estudos sobre a 
atividade biológica do óleo de andiroba foram realizados. Dentre esses estudos, destacam-se 
estudos acerca os efeitos anti-inflamatório, antialérgico, antiprotozoário, inseticida, acaricida, 
nematicida, bactericida, fungicida, toxicidade e fotoprotetora. 
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Atividade anti-inflamatória 
Estudos realizados sobre o efeito anti-inflamatório do óleo de andiroba e de 
frações de concentrados de limonoides demostraram que o efeito tópico do óleo de andiroba 
no tratamento da miosite induzida em ratos não apresentou resultado estatisticamente 
significante, quando comparadas aos grupos controle e padrão do estudo51. Entretanto, no 
tratamento de artrite induzidas em ratos, uma fração concentrada de limonoides, isolados da 
semente da andiroba, demostrou anti-inflamatório. Nesse estudo, a fração concentrada de 
limonoides apresentava a seguinte composição: 6-acetoxigedunina (7%), 7-desacetoxi-7-
oxogedunina (7%), 6-acetoxi-epoxiazadiradiona (7%), angolensato de metila (6%), 
andirobina (4%) e gedunina (3%).52 
Atividade antialérgica e analgésica 
Inicialmente, estudos sobre as propriedades antialérgica e analgésica do óleo de 
andiroba e de uma fração rica em limonoides concluíram que o óleo e a fração possuem 
atividades anti-edematogênica e analgésica e que a fração rica em limonoides atua como 
composto bioativo responsável. Nesse estudo, as propriedades foram investigadas através do 
tratamento de pleurisia, edemas na orelha e patas, induzidas em camundongos, e hiperalgesia 
térmica, avaliada em ratos. A fração rica em limonoides era composta pelos limonoides: 6-
acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, andirobina, angolensato de metila, 6-acetoxi-
epoxiazadiradiona e gedunina.53 
Em seguida, em um estudo sobre a atividade antialérgica de um grupo de 6 
limonoides isolados da semente de andiroba; constituído pelos limonoides 6-
acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, andirobina, angolensato de metila, 6-acetoxi-
epoxiazadiradiona e gedunina; sugeriu que limonoides isolados da andiroba podem ser 
utilizados como potencial farmacóforo, agindo contra a eosinofilia alérgica (aumento da 
concentração de eosinófilos no sangue devido à alergia).52 
Mais recentemente, com o objetivo de elucidar o mecanismo de ação dos 
limonoides no processo antialérgico, foram realizados estudos in vitro com 5 limonoides 
isolados, sendo: 6α-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, andirobina, gedunina e 
angolensato de metila. De acordo com o estudo, os 5 limonoides investigados apresentaram 
efeitos similares na maioria das funções celulares investigadas e todos apresentaram efeitos 
inibitórios em eosinófilos e linfócitos T.54 Um estudo complementar demostrou que o 
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limonoide gedunina possui em significativo efeito antialérgico devido sua habilidade de 
modular a ativação do linfócito T e de trafegar pelas vias aéreas no corpo humano.55 
Atividade antiprotozoária 
Inicialmente, um estudo in vitro contra o protozoário Plasmodium falciparum 
(causador da malária) foi realizado com extratos etanólicos de diferentes espécies de 
Meliaceae, incluindo a andiroba, e 27 limonoides isolados derivados da gedunina, incluindo 
gedunina e 7-deacetilgedunina, limonoides presentes no óleo de andiroba. Os resultados 
demostraram que, embora o extrato da andiroba apresentou inatividade contra P. falciparum, 
o limonoide gedunina apresentou atividade satisfatória.27 
Posteriormente, outro estudo com o óleo de andiroba e uma fração rica com 8 
limonoides (gedunina, 6-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 7-deacetilgedunina, 
1,2-di-hidro-3-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina e andirobina) contra P. falciparum 
demostrou que o óleo e a fração rica em limonoides possuem atividade antiplasmódica 
significativa, e a atividade do óleo foi atribuída à fração rica em limonoides.33  
Ainda, estudo in vitro contra protozoário Trypanosoma evansi (agente da doença 
“surra”, “mal das cadeiras”, em cavalos) demostrou atividade do óleo de andiroba na forma 
convencional e na forma de nanoemulsão, podendo assim ser utilizadas como tratamento 
alternativo para a doença.56 
Atividade inseticida 
Um estudo acerca da eficiência do óleo de andiroba comparado ao repelente 
DEET 50% (N,N-diethyl-3-methylbenzamide) contra picada do mosquito Aedes sp demostrou 
que o óleo de andiroba puro possui um discreto efeito repelente, porém, o efeito é 
significamente inferior ao DEET 50%.12 Entretanto, contra a larva do mosquito Aedes aegypti, 
o óleo de andiroba apresentou uma atividade significativa.13,57 
Uum estudo para avaliar atividade do extrato da semente de andiroba contra a 
larva do mosquito Aedes albopictus, demostrou que o extrato induziu mortalidade satisfatória 
nas larvas.58 
Adicionalmente, o efeito do óleo de andiroba na postura de ovos por fêmeas de 
moscas que atacam colônias de abelhas, os forídeos, em condições laboratoriais, foi 
investigado e foi demostrado que o óleo de andiroba possui um efeito repelente, causando 
uma diminuição considerável na postura de ovos. Assim, o óleo de andiroba pode ser 
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utilizado como tratamento de colônias da tribo de abelhas Meliponíneos infestadas por 
forídeos ou no tratamento preventivo.14 
O óleo de andiroba também demostrou grande eficácia contra o ectoparasita 
Felicola subrostratus (piolho de felinos), demostrando a possibilidade de utilizar o óleo de 
andiroba para o controle do parasita.59 
A atividade do óleo de andiroba também foi avaliada na repelência da mosca de 
fruta Anastrepha fraterculus, considerada a maior peste de árvore frutíferas. O estudo 
concluiu que o óleo de andiroba misturado com proteína hidrolisada (atraente padrão) 
diminuiu o potencial de captura de A. fraterculus e, devido à redução na captura, novos 
tratamentos com efeito repelente contra A. fraterculus podem ser desenvolvidos e testados em 
folhas e frutas das plantas 16. A atividade inseticida do óleo de andiroba também foi testada 
contra moscas da família Calliphoridae. Nesse estudo uma mistura de óleo de andiroba com 
vaselina (50%) apresentou efeito contra as moscas Chrysomya albiceps, Chrysomya 
megacephala, Lucilia cuprina, Lucilia eximia e Lucilia sericata.60,61 
Por outro lado, um estudo sobre atividade inseticida de quatro limonoides isolados 
do óleo de andiroba (gedunia, 6α-acetoxi-gedunia, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 1,2-di-hidro-
3β-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina), contra formiga A. Sexdens rupropilosa mostrou que 
os limonoides isolados não demonstraram diferenças significativa em comparação ao grupo 
de controle; propondo que a atividade do óleo de andiroba, anteriormente relatada, seja 
resultado de um sinergismo entre os limonoides e outros compostos presente do óleo.39 
Atividade acaricida  
As atividades acaricidas in vivo do óleo da andiroba contra carrapatos fêmeas 
ingurgitadas (alimentadas com sangue) de Anocentor nitens e Rhipicephalus sanguineus, 
encontrados em equinos e cães, respectivamente, foram avaliadas. Nesse estudo, observou-se 
mortalidade das fêmeas ingurgitadas e redução de postura de ovos, com postura de ovos 
inférteis, demonstrando eficácia de 100% nas duas espécies em todas as diluições testadas. Os 
dados obtidos evidenciaram a potencialidade do uso do extrato de andiroba contra A. nitens e 
R. Sanguineus.62 Um estudo complementar sobre os efeitos do óleo de andiroba no ovário de 
R. Sanguineus mostrou que o óleo causa mudanças estruturais significativas nos ovócitos, mas 
com menor intensidade que os acaricida sintéticos.63 
Em outro estudo sobre a atividade acaricida contra o carrapato fêmea R. 
sanguineus demostrou que o óleo de andiroba possui alguma ação neurotóxica contra o 
34 
 
 
carrapato, porém em menor grau que o inseticida permetrina, contudo ambos são igualmente 
capazes de produzirem severas modificações no sistema nervoso dessa espécie de carrapato, 
prejudicando o funcionamento dos processos metabólicos inerentes do organismo.64 Em um 
estudo complementar, foram detalhadas as mudanças morfológicas nas fêmeas expostas ao 
óleo de andiroba.65 
Num estudo para avaliar a eficácia in vitro do óleo de andiroba sobre as fêmeas 
ingurgitadas de Boophilus microplus (carrapato bovino) observou-se um aumento na 
mortalidade das fêmeas ingurgitadas e na redução da postura de ovo, com postura de ovos 
inférteis, revelando um uso promissor do óleo no controle de B. microplus.66 
Atividade nematicida 
O estudo para avaliar o efeito nematicida in vitro contra o verme Haemonchus 
contortus (ocorre em ruminantes) e o efeito in vivo contra o verme Strongyloides 
venezuelensis (em ratos) do óleo de andiroba, dentre outros extratos, demostrou que o óleo 
não apresentou efeito inibitório na desenvolvimento de ovos e larvas nas concentrações 
testadas. Adicionalmente, foi relatada a dificuldade de solubilizar o óleo para realizar os 
testes.67 
Atividade bactericida e fungicida 
A avaliação das atividades bactericida e fungicida do óleo de andiroba foi 
avaliada contra cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 
Candida albicans, porém o óleo não apresentou atividade frente aos micro-organismos 
testados.68 
Em outro estudo sobre a atividade bactericida do óleo de andiroba, e outros óleos, 
contra Paenibacillus larvaes mostrou que o óleo de andiroba apresenta uma alta atividade, 
podendo ser um candidato para o tratamento de cria pútrida americana (doença de abelhas 
causada pela bactéria formadora de esporos de Paenibacillus larvae). Semelhantemente, um 
estudo com nanoemulsões do óleo essencial de andiroba contra Paenibacillus larvaes também 
demosntrou alta atividade, porém apresentou toxidade nas operárias adultas e nas larvas das 
abelhas Apis melífera.69 Analogamente, estudo do efeito tóxico do óleo de andiroba nas 
abelhas Apis mellifera demostrou alta toxidade do óleo, causando morte às abelhas na mesma 
concentração que exibiu atividade antimicrobiana.15 Em um estudo sobre a toxicidade aguda e 
efeitos subletais em abelhas A. mellifera demostrou que embora o óleo de andiroba não tenha 
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demostrado letalidade em abelhas operárias adultas, ele apresentou toxidade aguda nas larvas 
das abelhas.70 
Atividade tóxica 
Estudos sobre o efeito tóxico do óleo de andiroba demostraram que sua 
administração oral em ratas Wistar grávidas não demostrou nenhum efeito tóxico.71 
Similarmente, em estudo sobre a toxidade aguda subaguda da administração oral do óleo de 
andiroba em ratos Wistar, o óleo não demostrou alterações significativas em quase todos os 
parâmetros bioquímicos, hematológico e morfológico. Porém, houve aumento no nível de 
ALT serum e alteração no peso, que podem estar associados a toxidade hepática.8 
Sobre o potencial genotóxico do óleo de andiroba, um estudo sobre anomalias na 
morfologia na cabeça dos espermatozoides de ratos machos, através da administração oral do 
óleo de andiroba, demostrou que o óleo de andiroba não possui potencialidades genotóxicas 
para induzir o aumento da frequência anomalias espontânea na morfologia da cabeça dos 
espermatozoides.72 
Atividade hepática 
Estudo sobre proteção hepática, avaliando a lesão hepática induzida em ratos, com 
17 limonoides isolados da andiroba mostraram que três limonoides, gedunina, 6-
acetoxigedunina e 7-desacetoxi-7-oxogeduina exibiram efeitos protetor hepático. Os demais 
limonoides testados, que não apresentaram efeito protetor hepático, foram: 7-desacetoxi-7-
hidroxigedunina, andirolide H, 6α-hidroxigedunina, angolensato de metila, epoxiazadiradiona, 
17β-hidroxiazadiradiona, carapanolides C, R, S, M, Q e O, guianolide A e carapanolide A.73 
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3 Técnicas analíticas 
 Cromatografia líquida de ultra eficiência acoplado à espectrometria de massas 
(CLUE-EM). 
 Cromatografia é um método de separação física na qual os componentes a serem 
separados são distribuídos entre duas fases distintas, a fase estacionária e a fase móvel. A fase 
estacionária pode ser um sólido, um gel ou um líquido, enquanto que a fase móvel pode ser 
um líquido, um gás ou um fluido supercrítico.74 
Na cromatografia líquida (Figura 3.1), a fase móvel é composta por um solvente 
ou eluente. O eluente é impulsionado por uma bomba de alta pressão em direção à uma coluna 
(fase estacionária). No meio do percurso do eluente, a amostra é introduzida e direcionada até 
a coluna de separação. Em seguida, o efluente da coluna é direcionado a um detector, que 
acusa a presença dos analitos eluídos. O sinal gerado pelo detector é captado por um software 
apropriado no qual um cromatograma é gerado, mostrando a variação do sinal do detector em 
função do tempo de análise.75 
 
Em um sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE), a fase 
estacionária é composta por partículas menores que 2 µm de diâmetro. Devido ao pequeno 
tamanho das partículas, os equipamentos de CLUE possuem um sistema binário de solventes, 
com duas bombas individuais em série, para proporcionar gradientes à altas pressões. Nas 
saídas das bombas, um filtro e um misturador (50 μL) estão acoplados a um mesmo 
dispositivo, para diminuir o volume do sistema e fornecer uma mistura mais eficiente. Dessa 
forma, o sistema possui um volume total de aproximadamente 150 μL. A principal vantagem 
de trabalhar com uma mistura dos solventes a altas pressões é a obtenção de um baixo volume 
do sistema, uma vez que o tempo de residência da fase móvel é menor.76 
Figura 3.1. Esquema simplificado de um sistema de cromatografia líquida. 
37 
 
 
A cromatografia líquida pode ser associada a diferentes sistemas de detecção e, 
dentre as possíveis combinações, o acoplamento da cromatografia a um espectrômetro de 
massas tornou-se bastante eficiente, pois combina as vantagens da cromatografia – alta 
seletividade e eficiência de separação – com as vantagens da espectrometria de massas – 
obtenção de informação estrutural, massa molar e aumento adicional.77,78 
Entretanto, devido à dificuldade de transferir a amostra líquida, proveniente da 
cromatografia, para um íon gasoso, para a detecção do espectrômetro de massas, esse 
acoplamento só se tornou viável após o desenvolvimento da técnica de ionização em pressão 
atmosférica. Dentre todos as fontes de ionização à pressão atmosférica, a ionização por 
electrospray (IES) tem demostrado ser a mais versátil.79 
Na ionização por electrospray (Figura 3.2), o solvente volátil contendo analitos é 
bombardeado através de um fino capilar de aço inoxidável, à pressão atmosférica. Uma alta 
tensão é aplicada na ponta deste capilar (~2-5 kV) para formação de gotículas altamente 
carregadas positiva ou negativamente, dependendo da tensão aplicada. A alta voltagem 
dispersa o líquido em forma de aerossol, composto por gotículas de solvente e de analito 
carregados, que é desolvatado conforme caminha em direção a um contra eletrodo. A 
dessolvatação é auxiliada pela introdução de um fluxo um gás inerte em temperatura 
elevada.77,80 
 
Figura 3.2. Esquema de uma fonte de ionização por electrospray (IES). A solução de analito é 
bombardeado por um fino capilar de aço no qual uma alta voltagem é aplicada. A alta 
voltagem dispersa o líquido em forma de aerossol e o analito carregado é desolvatado e move 
em direção a um contra eletrodo, na entrada do espectrômetro de massas. 
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Após a dessolvatação do analito corrido, os íons formados são encaminhados para 
um analisador. Dentre os analisadores disponíveis, o triplo quadrupolo é bastante utilizado. Os 
analisadores por quadrupolo constituem em quatro barras paralelas arranjadas em dois pares 
opostos. Para cada par de barras é aplicado um potencial de corrente contínua e 
radiofrequência gerando um campo elétrico oscilante. O campo elétrico oscilante gerado 
estabiliza e desestabiliza os íons, de acordo com os valores de razão massa/carga (m/z) 
durante sua passagem pelo quadrupolo. Dessa forma o quadrupolo funciona como um filtro 
que permite que íons com diferentes valores de m/z cheguem em tempos diferentes ao 
detector, de acordo com o campo elétrico gerado.77,80,81 
Para análises de espectrometria de massas sequencial (EM-EM), três quadrupolos 
são colocados em série, formando um triplo quadrupolo (Figura 3.3). Nesse analisador, no 
primeiro quadrupolo o íon precursor com determinada razão massa/carga (m/z) é selecionado 
e transferido para o segundo quadrupolo. O segundo é utilizado como uma célula de colisão, 
onde ocorre a fragmentação do íon, por colisão por um gás inerte de alta energia. E no terceiro 
quadrupolo será feito a separação dos fragmentos para que eles cheguem em tempos 
diferentes ao detector.80 
 
Figura 3.3. Esquema simplificado de um analisador triplo quadrupolo. O primeiro quadrupolo 
(Q1) é utilizado para selecionar o íon precursor com determinada m/z. O segundo quadrupolo 
(Q2) é utilizado como uma célula de colisão, onde o íon selecionado é fragmentado por 
colisão por um gás inerte de alta energia. No terceiro quadrupolo (Q3) os fragmentos serão 
selecionados de acordo com sua m/z e encaminhado ao detector. 
 Planejamento experimental  
O planejamento experimental é um conjunto de técnicas estatísticas utilizada para 
planejar, conduzir, analisar e interpretar os dados dos experimentos. Um dos principais 
objetivos do planejamento de um experimento é otimizar um processo maximizando 
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determinada resposta. A otimização de um processo requer a investigação de domínio 
experimental, que será definido pelos fatores e níveis que influenciam o experimento em 
estudo. Em um planejamento experimental, a resposta é a variável medida ou observada, 
objeto da otimização, os fatores são os parâmetros que afetam a resposta e os níveis são os 
valores dos fatores que serão estudados. A combinação dos níveis e fatores definidos será 
decidida pela técnica de estatística multivariada escolhida. Uma das técnicas mais utilizada é 
o planejamento fatorial, técnica adequada para estudar de forma eficiente o efeito conjunto de 
vários fatores sobre a resposta de interesse.82 
O planejamento fatorial completo é um tipo de planejamento fatorial no qual são 
realizados ensaios envolvendo todas as combinações entre fatores e níveis. Assim, o número 
total de ensaios a ser realizado será o número de níveis (n) elevado ao número de fatores (k). 
Deste modo, para um planejamento envolvendo 2 níveis e 3 fatores, o número total de ensaios 
a ser realizado será de nk = 23 = 8. Convencionalmente, nesse tipo de planejamento, utiliza-se 
a notação 23 fatorial para designar o tipo planejamento fatorial e os símbolos + e – para 
representar os níveis (Tabela 3.1 e Figura 3.4).83 
 
Tabela 3.1. Representação dos ensaios em um planejamento 23 fatorial completo com 3 
fatores (A, B e C) e 2 níveis (+ e -). 
Ensaios 
Fatores e Níveis 
A B C 
1 + + + 
2 + + - 
3 + - + 
4 + - - 
5 - + + 
6 - + - 
7 - - + 
8 - - - 
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Figura 3.4. Ilustração do domínio experimental de um planejamento 23 fatorial completo (3 
fatores e 2 níveis). Cada vértice do cubo representa os níveis dos fatores de cada ensaio do 
planejamento. 
 
O uso de planejamento fatorial permite obter modelos matemáticos visando uma 
maior otimização da resposta, porém o planejamento fatorial com 2 níveis permite somente 
obter modelos lineares para a resposta. Ainda, quando há um interesse em avaliar o número de 
fatores ou níveis, o planejamento fatorial completo torna-se inviável devido ao grande número 
de ensaios necessários. Em vista disso, foram desenvolvidos planejamentos que permitem 
avaliar um maior número de níveis sem a necessidade de realizar experimentos em todas as 
combinações de fatores e níveis e, consequentemente, obter modelos quadráticos e cúbicos 
para a resposta. Dentre os planejamentos desenvolvidos, destaca-se o planejamento fatorial de 
composto central.82 
 Planejamento fatorial de composto central 
Um planejamento de composto central se divide em três partes: uma parte fatorial, 
uma parte axial e uma parte central. Para um planejamento com k fatores, a parte fatorial é 
composta por nfat pontos de coordenadas xi = +1 ou xi = -1, para todo i = 1, ..., k. A parte axial 
é formada por nax = 2k pontos com todas as coordenadas nulas, exceto uma, que é igual a um 
certo valor α. E, um ponto central, onde todas as coordenadas são nulas, isto é, x1 = xk = 0 
(Figura 3.5). 
(+,+,-) 
(-,+,+) 
(+,+,+) 
(-,+,-) 
(+,-,+) 
(-,-,-) 
(+,-,-) 
(-,-,+) 
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Figura 3.5. Ilustração do domínio experimental de um planejamento de composto central com 
3 fatores. 
 
Um critério para a escolha do valor de α é utilizar o conceito de rotabilidade. Um 
planejamento é considerado rodável se a variância de suas estimativas só depender da 
distância em relação ao ponto central, isto é, se a precisão da resposta for a mesma em todos 
os pontos situados numa mesma esfera com centro no próprio centro do planejamento.84 
Exemplificando, para um planejamento rodável de 3 fatores, o valor de α é de 1,68, então 
teremos uma parte fatorial completa 23 composta por 8 ensaios (1-8), adicionados de uma 
parte axial composta por 6 ensaios (9-14) e um ponto central (ensaio 15), conforme 
representado na Tabela 3.2. 
(0,0,0) 
(+,+,-) (-,+,-) 
(-,-,+) 
(+,+,+) (-,+,+) 
(+,-,+) 
(-,-,-) (+,-,-) 
(0,-α,0) 
(0,0,+α) 
(0,0,-α) 
(+α,0,0) (-α,0,0) 
(0,+α,0) 
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Tabela 3.2. Representação dos ensaios em um planejamento de composto central rodável com 
3 fatores (A, B e C). 
Ensaios 
Fatores e Níveis 
A B B 
1 +1 +1 +1 
2 +1 +1 -1 
3 +1 -1 +1 
4 +1 -1 -1 
5 -1 +1 +1 
6 -1 +1 -1 
7 -1 -1 +1 
8 -1 -1 -1 
9 +1,68 0 0 
10 -1,68 0 0 
11 0 +1,68 0 
12 0 -1,68 0 
13 0 0 +1,68 
14 0 0 -1,68 
15 0 0 0 
 
 Planejamento experimental em análise cromatográfica 
No desenvolvimento de uma análise cromatográfica, a otimização da separação 
dos compostos é frequentemente realizada empregando técnicas de estatística multivariada. 
Para a aplicação dessas técnicas é necessário estabelecer níveis para cada fator que define o 
domínio experimental e que será investigado durante o processo de otimização, quantificada 
por uma resposta. Em um planejamento experimental, resposta é a variável medida ou 
observada objeto da otimização (exemplo: tempo de retenção, resolução), fatores são os 
parâmetros que afetam a resposta (exemplo: coluna, fase móvel, temperatura da coluna) e os 
níveis são os valores dos fatores que serão abrangidos no estudo (exemplo: tempo do 
gradiente: 1, 5 e 10 minutos; temperatura da coluna: 20, 25 e 30°C). A combinação dos níveis 
e fatores definidos será decidida pela técnica multivariada escolhida. Uma das técnicas mais 
utilizada é o planejamento fatorial de composto central.82,85 
As respostas mais comumente consideradas como critérios para avaliar a 
separação cromatográfica são a qualidade de separação, mensurada através das resoluções 
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entre os picos cromatográficos e o tempo de análise. O tempo de análise pode ser mensurado 
pelo tempo de retenção (tR) do pico correspondente ao último pico eluído. 
Para o cálculo das resoluções entre os picos podem ser empregadas duas 
abordagens diferentes: a resolução de cada pico correspondendo a uma resposta (Rs) e o 
produto da resolução normalizada (r*) correspondendo a uma única resposta.85 A definição de 
resolução do pico cromatográfico (Rs), considerando a média da largura da base do pico, está 
demonstrada na Equação 1.74 
�௦ = ʹ × ( ��ଶ − ��ଵ�bଵ + �bଶ) (1) 
Sendo, �s a resolução entre dois picos; tR2 e tR1 o tempo de retenção do pico 2 e do 
pico 1, respectivamente, na qual, tR2 > tR1; e, wb1 e wb2 a largura do o pico 1 e do pico 2, 
respectivamente, em termos de tempo de retenção. E, o cálculo do produto da resolução 
normalizada (r*) está demostrado na Equação 2 e 3.74 
�∗ = ∏  ቆ�௦�,�+1�௦̅̅ ̅ ቇ�−ଵ�=଴  
 
(2) 
 
Na qual,  
�௦̅̅ ̅ = (ͳ�) ∑ �௦�,�+1�−ଵ�=଴   (3) 
Sendo, �௦�,�+1a resolução entre o i-ésimo pico e o i-ésimo + 1 pico e n o número 
total de picos considerados. 
A otimização de estratégias para cromatografia requer critérios para decidir 
quando um cromatograma é superior ao outro. A seleção de critérios apropriados para 
alcançar um julgamento ótimo pode variar consideravelmente de um exemplo ao outro, de 
acordo com diferentes objetivos que deve ser encontrado na otimização do processo. A 
seleção do procedimento não é claramente definida e, frequentemente, um compromisso entre 
objetivos conflitantes, tal como maximizar a separação enquanto minimizar o tempo de 
análise, tem que ser encontrado. 
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 Função de desejabilidade de Derringer & Suich 
Em situações em que seja necessária a otimização simultaneamente várias 
respostas, pode-se utilizar a função de desejabilidade de Derringer & Suich. Essa função 
baseia-se na transformação das respostas medidas em uma escala adimensional de 
desejabilidade. Deste modo, todos os valores obtidos de diferentes escalas podem ser 
combinados. A escala da desejabilidade varia de 0, correspondendo a um valor inaceitável de 
qualidade, a 1, que indica o valor máximo de qualidade.86 
A transformação das respostas individuais em valores de desejabilidade são 
realizadas conforme a Equação 4. d � = Ͳ, se Y� ൑ Y�ሺ−ሻ  
d � = ( Y� − Y�ሺ−ሻY�ሺ+ሻ − Y�ሺ−ሻ)௥ , se Yiሺ−ሻ < Y� < Y�ሺ+ሻ (4) d � = ͳ, se Y� ൒ Y�ሺ+ሻ  
Na qual, di é a desejabilidade da i-ésima resposta, Yi é a i-ésima resposta, Yi(-) é o 
limite inferior, ou seja, o valor mínimo aceitável da i-ésima resposta, Yi(+) é o limite superior, 
ou seja, o valor máximo aceitável da i-ésima resposta e r é a taxa de variabilidade da função.  
A taxa de variação de desejabilidade (r) é utilizada para mensurar a proximidade 
da desejabilidade com o valor de limite superior (Yi(+)). Alto valor de r implica em um valor 
de desejabilidade individual baixo para a resposta distante do valor de limite superior (Yi(+)). 
Consequentemente, baixo valor de r implica em um valor de desejabilidade maior, mesmo 
quando a resposta estiver distante do valor de limite superior (Yi(+)).  
Por fim, as desejabilidades individuais são combinadas utilizando a média 
geométrica, obtendo, assim, a desejabilidade global, conforme demostrado na Equação 5. 
D =  ሺdଵ × dଶ × dଷ ×  … × d�ሻଵ �⁄  (5) 
Na qual, D corresponde a desejabilidade global e k corresponde ao número de 
desejabilidade individual a ser combinado. Com esses cálculos, a otimização simultânea de 
várias respostas se reduz a maximização de um único valor, a desejabilidade global. 
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 Análise dos componentes principais (PCA) 
A Análise de Componentes Principais (do inglês Principal Component Analysis, 
PCA) é uma ferramenta estatística que visa a redução de dimensionalidade dos dados sem 
perda de informação. Sumariamente, o PCA objetiva a projeção linear do espaço original de X 
dimensões num subespaço com k dimensões preservando a maior variância possível, 
agrupando as variáveis mais correlacionadas numa nova variável chamada componente 
principal (principal component, PC). Ao final, um novo sistema de coordenadas (PC) será 
construído com um número de menor de dimensões que o sistema original (Figura 3.6). No 
novo sistema, a matriz original de dados X será decomposta em duas novas matrizes: matriz 
de escores (scores) (T) e de pesos (loadings) (L), sendo X = TL. Após a transformação, os 
escores serão as novas coordenadas de cada observação no novo sistema de coordenadas e 
peso a contribuição de cada variável para o novo sistema de coordenadas.87,88 
 
Figura 3.6. Figura esquemática da projeção de uma nova coordenada, PC1, preservando a 
maior variância dos dados. 
 
A análise do gráfico de escores permite a visualização de similaridades entre os 
objetos, sendo possível detectar outliers, classificar observações ou prever uma nova 
observação. O gráfico de pesos, por sua vez, informa sobre a importância (peso) de cada 
variável individualmente e a similaridade entre as variáveis. 89 
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4 Justificativa e objetivos 
 Justificativa 
Embora haja estudos sobre a presença de limonoides no óleo de andiroba, não há 
registro na literatura sobre o estudo da composição química do resíduo da extração industrial 
do óleo das sementes de andiroba (RIA), conhecido tecnicamente como torta. Ainda, a 
utilização deste subproduto deve agregar valor e auxiliar no uso sustentável desta planta 
oleaginosa. Desse modo, a caracterização química e o estudo das diversas formas de 
aplicações desse resíduo são plenamente justificáveis devidos, principalmente, à facilidade de 
obtê-lo, a quantidade que é descartada pela indústria após extração do óleo e o potencial 
biológico apresentado. 
 Objetivos 
Este trabalho tem como objetivo principal estudar os limonoides presentes no 
resíduo industrial de andiroba (RIA). Para isso, este trabalho foi divido em três partes. Os 
objetivos específicos de cada parte são: 
 Parte I (seção 5): Desenvolver um método de extração dos principais limonoides presentes no 
resíduo industrial de andiroba (RIA), visando a obtenção de um concentrado rico em 
limonoides; 
 Parte II (seção 6): Desenvolver uma metodologia de análise dos limonoides presentes nos 
concentrados ricos em limonoides por cromatografia líquida de ultra eficiência acoplado à 
espectrometria de massas (CLUE-EM); 
 Parte III (seção 7): Analisar qualitativa e quantitativamente os principais limonoides presentes 
nos concentrados ricos em limonoides provenientes do RIA e do óleo de andiroba.  
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5 Parte I: Obtenção de concentrados de limonoides 
Nessa etapa do trabalho será apresentado e discutido um método de obtenção de 
concentrados de limonoides (CL), a partir da extração do resíduo industrial de andiroba (RIA) 
com diferentes solventes e sua precipitação em hexano; seguido da obtenção e caracterização 
do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina, isolado do RIA. 
 Objetivos 
Os objetivos dessa etapa do trabalho são: 
 Desenvolver um método de extração do resíduo industrial de andiroba (RIA) para obtenção de 
extratos brutos contendo limonoides; 
 Desenvolver um método de obtenção de concentrados de limonoides (CL) a partir dos 
extratos de RIA e do óleo de andiroba;  
 Isolar e caracterizar o limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina, usando técnicas de ressonância 
magnética nuclear de próton (RMN-1H), cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à 
espectrometria de massas (CLUE-EM) e espectrometria de massas sequencial (EM-EM); 
  Identificar os limonoides presentes nos concentrados, provenientes do RIA e do óleo de 
andiroba, utilizando as técnicas de CLUE-EM e EM-EM. 
 Parte experimental 
Inicialmente, serão descritos os materiais, equipamentos e condições 
experimentais utilizados nessa etapa do trabalho. Em seguida, será relatado o procedimento 
desenvolvido para a obtenção de extratos brutos de RIA e de concentrados de limonoides, 
provenientes do RIA e do óleo de andiroba. Ainda, serão descritos os procedimentos 
desenvolvidos para a obtenção do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina. 
 Materiais 
Material Vegetal 
Nesse trabalho foram utilizados resíduo industrial de andiroba (RIA) e óleo de 
andiroba fornecidos pela empresa Amazon Velas Indústria e Comércio LTDA 
(www.amazonoil.com.br), da cidade de Ananindeua, PA, Brasil. 
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Reagentes 
Os solventes utilizados na parte experimental desse trabalho foram de grau 
PA/ACS. Nas etapas envolvendo análises de cromatografia líquida de ultra eficiência 
acoplado ao espectrômetro de massas (CLUE-EM) ou espectrometria de massas sequencial 
(EM-EM) foram utilizados solvente metanol de grau HPLC e agua purificada pelo sistema 
Milli Q®. Nos experimentos de ressonância magnética nuclear de próton (RMN-1H) foi 
utilizado solvente  clorofórmio deuterado (CDCl3) da marca Sigma-Aldrich.  
 Equipamentos e condições experimentais 
O equipamento utilizado nas análises de cromatografia líquida de ultra eficiência 
acoplado à espectrometria de massas (CLUE-EM) foi um sistema cromatográfico, modelo 
Waters ACQUITY UPLC, constituído por uma coluna cromatográfica BEH C18 (2,1 mm × 50 
mm × 1,7 μm) com vazão de 0,35 ml/min e fase móvel binária composta por metanol com 
0,1% de ácido fórmico e água. O volume de injeção utilizado foi de 5 µL e as temperaturas da 
coluna e da amostra foram de, respectivamente, 37ºC e 17°C.  
O espectrômetro de massas utilizado foi o modelo Quattro Micro API da Waters, 
composto por uma fonte de ionização por electrospray (IES) e detecção por quadrupolo. O 
modo de ionização utilizado foi positivo com capilar em 1,0 kV (IES(+)). A temperatura da 
fonte foi de 120°C e a de dessolvatação de 300°C. O fluxo do gás de solvatação e do gás do 
cone foi de, respectivamente, 800 l/h e 75 l/h. Os espectros foram adquiridos na faixa de 
valores de m/z de 300 a 700. Nos experimentos espectrometria de massas sequencial (EM-
EM), os espectros foram adquiridos com energia de colisão de 20eV. 
Os dados de RMN-1H foram adquiridos no espectrômetro de ressonância nuclear 
magnética. Bruker, modelo Avance DPX 250MHz. 
 Programas computacionais 
Os dados provenientes das análises de CLUE- EM e EM-EM foram tratados no 
programa MassLynx V4.1 da Water.90 Os dados provenientes das análises de RMN-1H foram 
tratados no programa TopSpin V3.5pl5 da Bruker.91 
Os valores da massas moleculares dos limonoides protonados foram calculados 
utilizando o programa ACD/ChemSketch (Freeware) v 2015.92 
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 Obtenção dos extratos brutos de resíduo industrial de andiroba (RIA) 
Para a obtenção de extratos brutos de RIA, 200 g do RIA triturado (mesh 20) 
foram distribuídos num cartucho de papel de filtro, transferidos para um sistema soxhlet 
(Figura 5.1), com cerca de 800 ml de solvente, e extraídos por 48 horas. Após as primeiras 24 
horas de extração (1o período), o extrato foi retirado do sistema, o solvente foi renovado e a 
extração prosseguida por mais 24 horas (2o período).  
Os extratos obtidos durante os dois períodos de extração foram filtrados a vácuo 
em um funil de placa porosa, concentrados num rotavapor e pesados, separadamente. Após a 
pesagem, os extratos foram juntados. Esse procedimento foi repetido, em triplicata, utilizando 
cinco solventes de diferentes polaridades: hexano, diclorometano, clorofórmio, acetona e 
etanol. Na  
Tabela 5.1 estão apresentados os solventes utilizados na extração e a 
nomenclatura utilizada nesse trabalho para se referir aos extratos obtidos.  
 
Tabela 5.1. Nomenclatura dos extratos obtidos com os diferentes solventes utilizados no 
processo de obtenção de extratos brutos de RIA. 
Extrato Solvente Índice de Polaridade 
EHE Hexano 0,0 
EDC Diclorometano 3,4 
ECL Clorofórmio 4,4 
EAC Acetona 5,4 
EET Etanol 5,2 
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Figura 5.1. Esquema do sistema soxhlet utilizado no procedimento para a obtenção dos 
extratos brutos (adaptado de: http://dctf.uniroma1.it/galenotech/tecniche_est.htm, acessado 
em 12/12/2016). 
 
 Obtenção e caracterização dos concentrados de limonoides 
Após a obtenção dos extratos brutos de RIA, 1 g do extrato foi pesado num 
erlenmeyer e adicionados 5 ml de hexano. A adição do hexano foi efetuada vagarosamente, 
sob agitação, até a dissolução do extrato acompanhado da formação de um precipitado branco. 
A solução obtida permaneceu em repouso durante 24 horas a 0 ºC. Após o período de 
repouso, a solução foi filtrada num papel de filtro e o sólido retido lavado com 3 alíquotas de 
5 ml de hexano resfriado. A esse precipitado foi dado o nome de concentrado de limonoides 
(CL). Esse procedimento foi repetido adicionando ao extrato 10 ml de hexano, ao invés de 5 
ml, sem alterações no restante do procedimento. Esse procedimento também foi realizado 
com o óleo de andiroba, obtendo concentrados de limonoides após adição de 5 e 10 ml de 
hexano. A Tabela 5.2 apresenta a nomenclatura utilizada nesse trabalho para os concentrados 
de limonoides obtidos a partir de seus respectivos extratos brutos e do óleo da andiroba. Os 
limonoides presentes nos concentrados foram identificados empregando a metodologia de 
espectrometria de massas sequencial (EM-EM), conforme condições experimentais descritas 
na seção 5.2.2. A análise foi realizada com amostra CLHE1 e os espectros obtidos foram 
comparados com as massas calculadas por programa computacional.92 
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Tabela 5.2. Nomenclatura dos concentrados de limonoides (CL) obtidos através da 
precipitação dos extratos brutos de RIA e do óleo de andiroba com diferentes volumes de 
hexano 
Concentrado Extrato Precursor Volume de Hexano 
CLHE1 EHE 5 ml 
CLHE2 EHE 10 ml 
CLDC1 EDC 5 ml 
CLDC2 EDC 10 ml 
CLCL1 ECL 5 ml 
CLCL2 ECL 10 ml 
CLAC1 EAC 5 ml 
CLAC2 EAC 10 ml 
CLET1 EET 5 ml 
CLET2 EET 10 ml 
CLOA1 Óleo de andiroba 5 ml 
CLOA2 Óleo de andiroba 10 ml 
 
 Isolamento do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina  
Para a obtenção do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 2g do concentrado 
CLDC1 (concentrado de limonoide obtido do extrato de diclorometano com a adição de 5 ml 
de hexano), foram pesados em um erlenmeyer e adicionado éter sulfúrico em ebulição até a 
formação de uma solução turva. Após adição do éter, a solução permaneceu em repouso por 
24 horas, num erlenmeyer fechado, em temperatura ambiente, havendo a formação de um 
precipitado branco. 
Após o período de repouso, a solução foi filtrada num papel de filtro quantitativo 
e lavada com éter gelado (5 °C). Ao precipitado foi adicionado metanol em ebulição até sua 
completa dissolução. A solução permaneceu em repouso por 24 horas em temperatura 
ambiente havendo formação de cristais incolores. Os cristais foram recristalizados com 
metanol frio e pesados. A pureza dos cristais foi analisada por CLUE-EM com fase móvel 
composta por metanol e água (MeOH:H2O), cujas condições experimentais estão apresentadas 
na Tabela 5.3 e analisados por RMN-1H, em solvente clorofórmio deuterado (CDCL3) e 
equipamento de 250 MHz, e EM-EM, nas condições experimentais descritas na seção 5.2.2. 
Na Figura 5.2 está ilustrado um diagrama com o procedimento desenvolvido para a obtenção 
do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina isolado a partir do RIA. 
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Tabela 5.3. Condições experimentais utilizadas nas análises de CLUE-EM para determinação 
da pureza do limonoide isolado. Estão apresentados os tempos de eluição com a respectiva 
composição da fase móvel (MeOH: H2O). 
Tempo (min) % MeOH % H2O 
0,0 45,0 55,0 
3,0 50,0 50,0 
10,0 60,0 40,0 
12,5 70,0 30,0 
13,0 5,0 95,0 
 
 
Figura 5.2. Diagrama do procedimento adotado para obtenção do limonoide 7-desacetoxi-7-
oxogedunina a partir do RIA.  
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 Resultados e discussões 
Nessa etapa serão apresentados e discutidos os resultados da obtenção de extratos 
brutos de resíduo industrial de andiroba (RIA) e dos concentrados de limonoides, 
provenientes do RIA e do óleo de andiroba. Ainda, serão apresentados os resultados obtidos 
na obtenção do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina isolado e na identificação dos 
limonoides presentes nos CL. 
 Obtenção dos extratos brutos do resíduo industrial de andiroba (RIA) 
Com o objetivo de desenvolver um método eficiente para extração dos limonoides 
do RIA, foram estudados dois tipos de extração: seletiva e total. Na extração seletiva, um 
solvente com polaridade específica é escolhido para a extração de substâncias com polaridade 
semelhante ao do solvente. Desse modo, solventes apolares são utilizados para extração de 
compostos apolares, solventes de polaridade mediana são utilizados para extração de 
compostos de média polaridade e os solventes polares extraem os compostos polares. Neste 
trabalho, os solventes hexano, diclorometano, clorofórmio e acetona foram escolhidos para 
realizar extração seletiva em diferentes polaridades. Na extração total, um solvente polar é 
empregado na tentativa de extrair o maior número de compostos possível. Normalmente, esse 
tipo de extração é utilizado com solventes que possuem a função álcool, pois possuem a 
habilidade de aumentar a permeabilidade na parede celular, aumentando a eficiência na 
extração de compostos de polaridade alta e baixa. Neste trabalho, o etanol foi o solvente 
escolhido para a extração total. As massas adquiridas após 1o período e 2o período de extração 
com cada solvente utilizado estão demostrados na Tabela 5.4. 
 
Tabela 5.4. Massas dos extratos brutos de RIA obtidas na extração de 200 g de RIA com 
diferentes solventes. Cada período corresponde a 24 horas de extração no sistema soxlet. 
Extrato Solvente 
Massas (g) Rendimento 
(%) 1o período 2o período 
EHE Hexano 47,8 8,3 28,1 
EDC Diclorometano 48,4 0,2 24,3 
ECL Clorofórmio 51,3 0,3 25,8 
EAC Acetona 55,7 2,0 28,9 
EET Etanol 47,9 0,5 24,2 
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 5.4, nota-se que os extratos 
obtidos utilizando solventes de diferentes polaridades apresentaram rendimentos semelhantes. 
Esse resultado indica a presença de substâncias no RIA de diversas polaridades em 
concentrações semelhantes. 
O extrato obtido com o solvente hexano (EHE, 28,1%) indica a presença de 
compostos apolares no RIA, enquanto que os extratos obtidos com o diclorometano e 
clorofórmio (EDC, 24,3% e ECL, 25,8%), solventes de polaridade mediana, indicam a 
presença de compostos com polaridade mediana. O extrato obtido com a acetona (EAC, 
28,9%) indica a presença de compostos mais polares. E, como descrito anteriormente, o 
extrato obtido com o etanol (EET, 24,2%), empregando a extração total, há provável presença 
de compostos de diferentes polaridades. 
Entretanto, nota-se uma diferença significativa no rendimento de extração em 
função do tempo entre a extração obtida com o solvente hexano e as demais extrações. No 
primeiro período de extração, o EHE extraiu cerca de 88,4% do extrato total. Os EDC e ECL 
extraíram cerca de 99,5% do extrato durante o mesmo período. E, os extratos EAC e EET 
apresentaram, respectivamente, 96,5% e 99,0% de rendimento durante as primeiras 24 horas 
de extração. Acerca desses resultados, nota-se que um período de 24 horas de extração é o 
suficiente para o processo de extração utilizando os solventes diclorometano, clorofórmio, 
acetona e etanol. Somente com o solvente hexano será necessário um maior período de 
extração para obter um rendimento semelhante aos demais extratos. 
 Obtenção dos concentrados de limonoides 
Após obtenção de extratos brutos de RIA, foi desenvolvido um procedimento para 
obtenção de um precipitado rico em limonoides através da adição de solvente hexano aos 
extratos brutos e ao óleo de andiroba. A escolha do solvente hexano para a precipitação dos 
limonoides foi realizada devido à polaridade dos limonoides, considerando a presença de 
funções polares em sua estrutura como éteres, ésteres e álcoois, e baseando-se em 
procedimentos previamente descritos na literatura.93 Devido à polaridade, os limonoides serão 
insolúveis em hexano (solvente apolar), portanto a adição de hexano precipitará as substâncias 
polares, entre elas os limonoides. 
Na Tabela 5.5 estão apresentadas as massas dos concentrados de limonoides 
obtidas, em triplicada, a média das massas obtidas e seu respectivo desvio padrão (s) para 
cada volume de hexano adicionado em 1g do extrato. 
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Tabela 5.5. Massas dos concentrados de limonoides obtidas em 1g de extrato de RIA ou óleo 
de andiroba. Os ensaios foram realizados em triplicata (m1, m2 e m3) e as médias estão 
acompanhadas com seus respectivos desvios padrão (s). 
Extrato Concentrado m1 (mg) m2 (mg) m3(mg) Média  s 
Extrato hexano 
CLHE1 17,7 17,7 21,1 18,8  2,0 
CLHE2 25,7 21,8 22,3 23,3 2,1 
Extrato 
diclorometano 
CLDC1 38,0 38,1 37,2 37,8  
CLDC2 41,8 40,4 40,9 41,0  0,7 
Extrato clorofórmio 
CLCL1 52,0 56,6 57,0 55,2  2,8 
CLCL2 58,5 55,5 58,3 57,4  1,7 
Extrato acetona 
CLAC1 61,8 54,2 62,6 59,5  4,6 
CLAC2 72,4 56,9 57,0 62,1  8,9 
Extrato etanol 
CLET1 101,5 112,5 113,0 109,0  6,5 
CLET2 182,3 174,8 184,4 180,5  5,0 
Óleo de andiroba 
OA1 16,2 17,0 20,4 17,9  2,2 
OA2 18,6 19,8 21,8 20,1  1,6 
 
Analisando os resultados apresentados na Tabela 5.5, observa-se que os 
concentrados de limonoides procedentes da extração de RIA com o solvente hexano 
apresentaram os menores rendimentos (CLHE1, 19 mg e CLHE2, 23 mg), seguido dos 
concentrados provenientes das extrações com os solventes diclorometano (CLDC1, 38 mg e 
CLDC2, 42 mg), clorofórmio (CLCL1, 55 mg e CLCL2, 57 mg) e acetona (CLAC, 60 mg e 
CLAC, 62 mg). Os concentrados provenientes do extrato etanólico apresentaram os maiores 
rendimentos (CLET1, 109 mg e CLET2, 180 mg). Ainda, os concentrados de limonoides 
provenientes do óleo de andiroba (OA1, 20 mg e OA2, 22 mg) apresentaram rendimentos 
próximos aos concentrados provenientes do extrato de RIA (CLHE1 e CLHE2). 
Logo, os extratos mais polares apresentaram maiores rendimentos na formação 
dos concentrados de limonoides. Apesar de apresentarem maiores rendimentos, os 
concentrados mais polares podem apresentar menor seletividade, pois substâncias mais 
polares que os limonoides podem estar presentes nesses concentrados, especialmente no 
extrato etanólico, visto que o processo de extração empregado foi a extração total, extraindo 
assim o maior número de compostos possível. Essa hipótese será discutida na apresentação 
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dos resultados da quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina presentes nos 
concentrados, na seção 7 (Parte III) desse trabalho. 
Observa-se, também, que os concentrados provenientes dos extratos de RIA 
apresentarem rendimentos maiores que os provenientes do óleo de andiroba, demostrando que 
as extrações de RIA utilizando solventes polares extraem uma maior concentração de 
substâncias polares que a extração tradicional do óleo das sementes. 
Nota-se, ainda, que a adição de diferentes volumes de hexano não apresentou uma 
diferença significativa no rendimento da maioria dos concentrados. A única exceção foi para 
os concentrados CLET1 e CLET2, onde a adição de 5 ml e 10 ml de hexano apresentaram 
rendimentos de 109 mg e 180 mg, respectivamente. Esse resultado demostra que, 
provavelmente, a adição de 5 ml de hexano foi insuficiente para a precipitação de todas as 
substâncias polares presentes no extrato. 
 Isolamento do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina 
Após obtenção do concentrado de limonoides, cerca de 1 mg do limonoide 7-
desacetoxi-7-oxogedunina foi isolado a partir de 2g do concentrado de limonoides CLDC1. A 
pureza e caracterização do composto foram verificadas por RMN-1H e CLUE-EM e EM-EM. 
A técnica de ionização empregada nas análise de espectrometria de massas foi por 
electrospray no modo positivo (IES(+)), portanto, os sinais correspondentes ao íon molecular, 
apresentados nos espectros, correspondem ao íon molecular protonado ([MH]+).  
Na Figura 5.3 está representado o espetro de RMN-1H e na Tabela 5.6 estão 
atribuídos os deslocamentos químicos dos prótons obtidos no espectro de RMN-1H. O 
cromatograma (CLUE-EM) e o espectro de massas (IES(+)-EM-EM) do limonoide 7-
desacetoxi-7-oxogedunina estão representados nas Figura 5.4 e Figura 5.5, respectivamente. 
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Figura 5.3. Espectro de RMN-1H do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina obtido em 
solvente CDCL3  e equipamento de 250 MHz. 
 
Tabela 5.6. Deslocamentos químicos de RMN-1H (250 MHz), do limonoide 7-desacetoxi-7-
oxogedunina, em solvente CDCl3. 
Posição Deslocamento (δ, ppm) Posição Deslocamento (δ, ppm) 
1 7,10 (d) 17 5,48 (s) 
2 5,93 (d) 18 1,14 (s) 
5 2,20 (m) 19 1,24 (s) 
6 2,43 (dd) e 2,95 (t) 21 7,40 (d) 
9 2,20 (m) 22 7,27 (s) 
11 1,90 (m) 23 6,36 (s) 
12 1,55 (m) 24 a 26 1,20 a 1,30 (m) 
15 3,90 (s)   
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Figura 5.4 Cromatograma do limonoide 7-deaceyl -7-oxogedunin, obtido em CLUE-IES(+)-
EM, utilizando fase móvel MeOH:H2O e condições experimentas descritas na Tabela 5.3. 
 
 
Figura 5.5. Espectro IES(+)-EM-EM do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina . O espectro 
foi adquirido em MeOH:H2O com 0,1% de ácido fórmico. As condições experimentais estão 
descritas na seção 5.2.2. 
 
Analisando os dados de RMN-1H , apresentados na Figura 5.3 e Tabela 5.6, e 
comparando-os com os descritos na literatura,34 a estrutura do limonoide 7-desacetoxi-7-
oxogedunina  pode ser identificada corretamente. Adicionalmente, o cromatograma, 
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representado na Figura 5.4, mostra a presença de um único pico, no tempo de retenção de 5,52 
min. Esse pico apresenta valor de m/z igual a 439, valor correspondente à massa molar do 
limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina  protonado ([MH]+), cuja massa molar na forma 
neutra é de 438 g/mol.  
Ainda, no espectro IES(+)-EM-EM do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina , 
demostrado na Figura 5.5, observa-se o íon correspondente ao íon molecular do composto 
(m/z = 439,6) e os íons produtos de sua fragmentação. Comparando o espectro obtido nessa 
análise com dados coletados da literatura,94 nota-se uma grande semelhança entre os valores 
de m/z dos íons produtos da fragmentação. Tanto a literatura consultada quanto o espectro 
IES(+)-EM-EM obtido apresentam fragmentos com os seguintes valores de m/z: 439, 421, 
393, 375, 333, 187 e 161. Confirmando, novamente, que a estrutura do composto isolado 
corresponde ao limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina. 
 Identificação dos limonoides presentes nos concentrados de limonoides 
Para identificação dos limonoides presentes nos concentrados, a amostra CLHE1 
foi submetida à análise de IES(+)-EM. Portanto, os sinais correspondentes ao íon molecular, 
apresentados nos espectros, correspondem ao íon molecular protonado ([MH]+). Os íons que 
apresentaram sinais com valores de razão massa/carga (m/z) semelhantes aos valores de 
massas molares protonadas dos limonoides foram submetidos a análise IES(+)-EM-EM. Na 
Tabela 5.7 estão demonstrados os valores de m/z dos prováveis limonoides identificados na 
amostra e os valores da massa molar dos limonoides protonados calculados.92 O espectro de 
massas da amostra está apresentado na Figura 5.6. 
Inicialmente, o limonoide 7-deaceyl-7-oxogedunina foi identificado na amostra 
CLHE1 comparando os valores de m/z dos espectros de IES(+)-EM e IES(+)-EM-EM do 
limonoide isolado com íon correspondente do concentrado. Após a identificação inicial, os 
demais limonoides foram identificados comparando os valores de m/z do espectro IES(+)-EM 
com os respectivos valores calculados. 
Observa-se na Figura 5.6 a presença de íons com valores de m/z semelhantes aos 
dos valores calculados, conforme demostrado na Tabela 5.7. Com essa análise foi possível 
identificar sete limonoides: xiloccesina k (A, [MH+] = 487), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (B, 
[MH+] = 439), angolensato de metila (C, [MH+] = 471), 6α-acetoxigedunina (D, [MH+] = 
541), andirobina (E, [MH+] = 469), gedunina (F, [MH+] = 493) e deacetilgedunina (G, [MH+] 
= 441). 
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Figura 5.6. IES(+)-EM da amostra CLHE1. O espectro foi adquirido em MeOH:H2O com 
0,1% de ácido fórmico. As condições experimentais estão descritas na seção 5.2.2. Os 
limonoide identificados foram: xiloccesina k (A), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (B), 
angolensato de metila (C), 6α-acetoxigedunina (D), andirobina (E) e gedunina (F). 
 
Tabela 5.7. Valores de m/z dos íons obtidos na análise de IES(+)-EM e valores da massa 
molecular protonada calculada92. ([MH+] calculada) dos limonoides encontrados no 
concentrado de limonoides CLHE1. 
Código Limonoide m/z [M-H+]calculado 
A xiloccesina k 487,25 487,23 
B 7-desacetoxi-7-oxogedunina 439,27 439,21 
C angolensato de metila 471,30 471,241 
D 6α-acetoxigedunina 541,32 541,25 
E andirobina 469,29 469,22 
F gedunin 483,25 483,247 
G deacetilgedunina 441,26 441,23 
 
A partir desses resultados, os íons correspondentes aos limonoides foram 
submetidos à análise de IES(+)-EM-EM e os espectros obtidos estão apresentados no Anexo 
I. Como não foi encontrado na literatura estudos de espectrometria de massas sequencial 
desses limonoides, não foi possível comparar os fragmentos obtidos.  
61 
 
 Conclusões parciais 
Nessa etapa do trabalho foi possível confirmar a hipótese de que existe limonoides 
remanescentes da extração do óleo de andiroba, no RIA e ainda desenvolver um método 
rápido e simples para a obtenção de concentrado de limonoides a partir do resíduo de andiroba 
(RIA) e do óleo de andiroba. No procedimento adotado foi possível obter de 2 a 20% de 
concentrado de limonóides, em relação a massa de RIA. E, a partir do concentrado de 
limonoide foi possível isolar e caracterizar o limonoide -desacetoxi-7-oxogedunina 
Adicionalmente, comparando os valores de m/z das análises IES(+)-EM com os 
calculados por programa computacionais, foi possível a identificação de outros 06 limonoides 
nos concentrados: xiloccesina k, angolensato de metila, 6α-acetoxigedunina, andirobina, 
gedunina e deacetilgedunina.  
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6 Parte II: Otimização das condições experimentais da CLUE-EM para análise dos 
concentrados de limonoides 
Nessa etapa do trabalho será apresentado e discutido o desenvolvimento de um 
método para otimizar a separação de limonoides por cromatografia líquida de ultra eficiência 
acoplado à espectrometria de massas (CLUE-EM) por meio do planejamento experimental 
seguida da aplicação da função de desejabilidade de Derringer & Suich. 
 Objetivos  
Os objetivos dessa etapa do trabalho são: 
 Determinar as condições experimentais ideais para a separação dos limonoides, presentes nos 
concentrados, utilizando a cromatografia líquida de ultra eficiência acoplado à espectrometria 
de massas (CLUE-EM), através de um planejamento experimental de composto central. 
 Aplicar a função de desejabilidade de Derringer & Suich para avaliar as respostas escolhidas 
para avaliar a qualidade da separação dos limonoides. 
 Parte experimental 
Nessa etapa serão descritos os materiais, equipamentos e condições experimentais 
utilizados nessa etapa do trabalho e procedimento desenvolvido para otimização da separação 
dos limonoides, presentes nos concentrados. 
 Materiais 
Todos os ensaios foram realizados com o concentrado CLHE1, obtido na seção 
5.2.5, na concentração de 1 mg/ml, diluído em metanol grau HPLC. No sistema 
cromatográfico, foram utilizados os solventes metanol e acetonitrila, ambos graus HPLC, e 
água purificada pelo sistema Milli Q®. 
 Equipamentos e condições experimentais 
Os equipamentos e experimentais utilizadas nessa etapa do trabalho foram as 
mesmas descritas na seção 5.2.2.  
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 Planejamento composto central  
Para otimização do processo de separação dos limonoides, presentes no 
concentrado, foram realizados dois planejamentos compostos centrais com 3 fatores 
utilizando diferentes fases móveis: Planejamento I e Planejamento II  
A fase móvel utilizada no Planejamento I foi composta por acetonitrila e água 
(ACN:H2O). Os três fatores estudados no planejamento foram as concentrações de ACN nos 
tempos de 0, 5 e 10 minutos, os níveis foram -1,68, -1, 0, 1 2 1,68, considerando a 
concentração de 35% de ACN no nível 0. Os valores dos fatores e níveis estudados estão 
apresentados na Tabela 6.1. Na Tabela 6.2 estão apresentados os ensaios realizados com as 
respectivas concentrações de ACN na fase móvel.  
 
Tabela 6.1. Fatores e níveis utilizados no Planejamento I, um planejamento composto central 
com 3 fatores. Os fatores estudados foram composição da fase móvel (ACN:H2O) em três 
tempos de eluição. 
Fatores 
Níveis 
-1,68 -1 0 1 1,68 
ACN (%) em 0 min 26,6 30,0 35,0 40,0 43,4 
ACN (%) em 5 min 36,6 40,0 45,0 50,0 53,4 
ACN (%) em 10 min 46,6 50,0 55,0 60,0 63,4 
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Tabela 6.2. Ensaios realizados no Planejamento I, um planejamento composto central com 3 
fatores, e as respectivas concentrações de ACN nos tempos de eluição estudados. 
Ensaio 
% ACN na Fase Móvel 
0 min 5 min 10 min 12,5 min 13 min 
1 30,0 40,0 50,0 70,0 5,0 
2 40,0 40,0 50,0 70,0 5,0 
3 30,0 50,0 50,0 70,0 5,0 
4 40,0 50,0 50,0 70,0 5,0 
5 30,0 40,0 60,0 70,0 5,0 
6 40,0 40,0 60,0 70,0 5,0 
7 30,0 50,0 60,0 70,0 5,0 
8 40,0 50,0 60,0 70,0 5,0 
9 26,6 45,0 55,0 70,0 5,0 
10 43,4 45,0 55,0 70,0 5,0 
11 35,0 36,6 55,0 70,0 5,0 
12 35,0 53,4 55,0 70,0 5,0 
13 35,0 45,0 46,6 70,0 5,0 
14 35,0 45,0 63,4 70,0 5,0 
15 35,0 45,0 55,0 70,0 5,0 
 
A fase móvel utilizada no Planejamento II era composta por metanol e água 
(MeOH:H2O). Os três fatores estudados do planejamento foram as concentrações de MeOH 
nos tempos de 0, 3 e 10 minutos, e os níveis foram -1,68, -1, 0, 1 e 1,68, considerando a 
concentração de 45% de MeOH no nível 0. Os valores dos fatores e níveis estudados estão 
apresentados na Tabela 6.3. Na Tabela 6.4 estão apresentados os ensaios realizados com as 
respectivas concentrações de MeOH na fase móvel. 
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Tabela 6.3. Fatores e níveis utilizados no Planejamento II, um planejamento composto central 
com 3 fatores. Os fatores estudados foram composição da fase móvel (MeOH:H2O) em três 
tempos de eluição. 
Fatores 
Níveis 
-1,68 -1 0 1 1,68 
MeOH (%) em 0 min 40,0 42,0 45,0 48,0 50,0 
MeOH (%) em 3 min 45,0 47,0 50,0 53,0 55,0 
MeOH (%) em 10 min 55,0 57,0 60,0 63,0 65,0 
 
Tabela 6.4. Ensaios realizados no Planejamento II, um planejamento composto central com 3 
fatores, e as respectivas concentrações de MeOH nos tempos de eluição estudados. 
Ensaio 
% MeOH na Fase Móvel 
0 min 3 min 10 min 12,5 min 13 min 
1 42,0 47,0 57,0 70,0 5,0 
2 48,0 47,0 57,0 70,0 5,0 
3 42,0 53,0 57,0 70,0 5,0 
4 48,0 53,0 57,0 70,0 5,0 
5 42,0 47,0 63,0 70,0 5,0 
6 48,0 47,0 63,0 70,0 5,0 
7 42,0 53,0 63,0 70,0 5,0 
8 48,0 53,0 63,0 70,0 5,0 
9 40,0 50,0 60,0 70,0 5,0 
10 50,0 50,0 60,0 70,0 5,0 
11 45,0 45,0 60,0 70,0 5,0 
12 45,0 55,0 60,0 70,0 5,0 
13 45,0 50,0 55,0 70,0 5,0 
14 45,0 50,0 65,0 70,0 5,0 
15 45,0 50,0 60,0 70,0 5,0 
 
Em ambos planejamentos, as respostas consideradas como critérios para avaliar a 
separação cromatográfica foram a qualidade de separação e o tempo de análise. A qualidade 
da separação foi mensurada através das resoluções entre os picos cromatográficos dos 
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limonoides com seus respectivos picos adjacentes; e o tempo de análise foi mensurado pelo 
tempo de retenção (tR) do pico correspondente ao último limonoide eluído. Para o cálculo das 
resoluções entre os picos foram empregadas duas metodologias distintas: a resolução de cada 
pico correspondendo a uma resposta (RS) e o produto da resolução normalizada (r*) 
correspondendo a uma única resposta.85 As equações utilizadas para o cálculo das resoluções 
estão demostradas na Equação 1, Equação 2 e Equação 3.74 
�௦ = ʹ × ( ��ଶ − ��ଵ�bଵ + �bଶ) (1) 
Sendo, �s a resolução entre dois picos; tR2 e tR1 o tempo de retenção do pico 2 e do 
pico 1, respectivamente, na qual, tR2 >tR1; e, wb1 e wb2 a largura do o pico 1 e do pico 2, 
respectivamente, em termos de tempo de retenção.  
�∗ = ∏  ቆ�௦�,�+1�௦̅̅ ̅ ቇ�−ଵ�=଴  
 
(2) 
 
Na qual,  
�௦̅̅ ̅ = (ͳ�) ∑ �௦�,�+1�−ଵ�=଴   (3) 
Sendo, �௦�,�+1a resolução entre o i-ésimo pico e o i-ésimo + 1 pico e n o número 
total de picos considerados. 
 Aplicação da função de desejabilidade de Derringer & Suich  
Devido ao caráter multiresposta da avaliação da separação cromatográfica e a 
necessidade de uma otimização simultânea de várias respostas, a função de desejabilidade de 
Derringer & Suich86 foi empregada objetivando reduzir todas as respostas a um único valor de 
desejabilidade. Para isso, as respostas foram transformadas em desejabilidade, conforme a 
Equação 4. 
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d i = Ͳ, se Yi ൑ Yiሺ−ሻ  
d i = ( Yi − Yiሺ−ሻYiሺ+ሻ − Yiሺ−ሻ)௥ , se Yiሺ−ሻ < Yi < Yiሺ+ሻ  (4) d i = ͳ, se Yi ൒ Yiሺ+ሻ  
Para a aplicação da função é necessário estabelecer os valores de limite superior 
(Yi(+)) e inferior (Yi(-)) para as respostas. Em geral, considera-se um pico cromatográfico 
idealmente separado aquele que apresenta uma resolução maior que 1,5 com seus picos 
adjacentes. Por outro lado, os picos que apresentam resolução inferior a 0,4 são considerados 
coeluídos.85 Dessa forma, os valores considerados de limite superior (Yi(+)) e limite inferior 
(Yi(-)), para as repostas da resolução de cada pico cromatográfico (Rs), foram de 1,50 e 0,40, 
respectivamente. Para o produto da resolução normalizada (r*), cujo resultado abrange a faixa 
de 0 a 1, foram considerados os valores de limite superior (Yi(+)) e inferior (Yi(-)) de 1,00 e 
0,01, respectivamente. E, para o tempo de retenção (tR) do último limonoide eluído, foram 
considerados os valores de 10 minutos para o limite superior (Yi(+)) e 5 minutos para o limite 
inferior (Yi(-)).). Nos cálculos das resoluções foram considerados somente a resolução entre os 
picos identificados como limonoide e seus respectivos picos adjacentes. 
Por fim, a taxa de variação de desejabilidade (r) foi utilizada para mensurar a 
proximidade da desejabilidade com o valor de limite superior (Yi(+)). Alto valor de r implica 
em um valor de desejabilidade individual baixo para a resposta distante do valor de limite 
superior (Yi(+)). Por outro lado, baixo valor de r implica em um valor de desejabilidade maior, 
mesmo quando a resposta estiver distante do valor de limite superior (Yi(+)). Nesse trabalho o 
valor de r utilizado foi 1, ou seja, o valor de desejabilidade aumenta linearmente em relação 
ao valor de limite superior (Yi(+)). Os critérios considerados para o cálculo da desejabilidade 
de Derringer & Suich estão resumidos na Tabela 6.5. 
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Tabela 6.5. Valores de limite inferior (Yi(-)), limite superior (Yi(+)) e taxa de variação de 
desejabilidade (r) determinados para as respostas consideradas no cálculo da desejabilidade de 
Derringer & Suich.  
Resposta Yi(-) Yi(+) r 
Rs 0,40 1,50 1,00 
r* 0,01 1,00 1,00 
tR 5,00 min 10,0 min 1,00 
Rs: resolução de cada pico cromatográfico.  
r*: produto da resolução normalizada; 
tR: o tempo de retenção do último limonoide eluído.  
Para os cálculos das resoluções dos picos foram considerados somente a resolução entre os 
picos identificados como limonoide e seus respectivos picos adjacentes. 
 
Deste modo, inicialmente as respostas de interesses na avaliação cromatográfica, Rs, 
r* e tR foram calculadas para cada ensaio realizado do Planejameno I e II. Após o cálculo das 
respostas, estas foram transformadas em desejabilidades individuais, conforme demostrado na 
Equação 4. 
Finalmente, foram calculadas duas desejabilidades globais, D1 e D2, calculando a 
média geométrica, para cada ensaio dos Planejamentos I e II, conforme demostrado na 
Equação 5. 
D =  ሺdଵ × dଶ × dଷ ×  … × d�ሻଵ �⁄  (5) 
A desejabilidade global D1 foi calculada considerando como respostas a resolução 
de cada pico correspondendo a uma resposta (RS) e o tempo de retenção (tR) do último 
limonoide eluído. Desse modo, a resolução de cada pico foi transformada em sua respectiva 
di, assim como o tempo de retenção. 
A desejabilidade global D2 foi calculada considerando como respostas o produto 
da resolução normalizada (r*) e o tempo de retenção (tR) do último limonoide eluído, 
previamente transformadas em d1 e d2, respectivamente. 
 Resultados e discussão 
Com o objetivo de avaliar a influência da fase móvel na qualidade da separação 
cromatográfica do concentrado de limonoides, de forma abrangente e dirigida, foi 
desenvolvido um planejamento experimental do tipo planejamento composto central. Para 
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isso, dois planejamentos compostos centrais, denominados Planejamento I e II, foram 
realizados e os fatores estudados foram a natureza e a concentração da fase móvel. 
Para cada ensaio realizado, nos planejamentos propostos, as respostas 
consideradas como critérios para avaliar a separação cromatográfica foram a qualidade de 
separação e o tempo de análise. A qualidade da separação foi mensurada através das 
resoluções entre os picos cromatográficos dos limonoides com seus respectivos picos 
adjacentes e tempo de análise foi mensurado pelo tempo de retenção (tR) do pico 
correspondente ao último limonoide eluído. E, para o cálculo das resoluções entre os picos, 
foi considerada a resolução de cada pico correspondendo a uma resposta (RS) e o produto da 
resolução normalizada (r*) correspondendo a uma única resposta. Devido ao caráter 
multiresposta da avaliação da separação cromatográfica, foi empregada a função de 
desejabilidade de Derringer & Suich para a avaliação das respostas consideradas. 
Dessa forma, a amostra CLHE1 foi submetida as análises de CLUE-EM em 
diferentes condições experimentais e, para a identificação dos picos dos limonoides nos 
cromatogramas, os valores de m/z dos picos eluídos foram comparados com os valores de m/z 
dos limonoides identificados na seção 5.3.4 (Tabela 5.7).  
No Planejamento I, o solvente orgânico utilizado na fase móvel foi acetonitrila e 
os três fatores estudados foram as concentrações de ACN nos tempos de 0, 5 e 10 minutos. No 
total, foram realizados 15 ensaios e, nos cromatogramas obtidos, puderam ser identificados 6 
limonoides: xiloccesina k (A), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (B), angolensato de metila (C), 
6α-acetoxigedunina (D), andirobina (E) e gedunina (F). Os cromatogramas adquiridos nos 
ensaios 8 e 15 deste planejamento estão apresentados na Figura 6.1 com os picos 
correspondentes aos limonoides identificados (A-F). Os demais cromatogramas estão 
apresentados no Anexo II. 
No Planejamento II, o solvente orgânico utilizado na fase móvel foi metanol e os 
três fatores estudados foram as concentrações de MeOH nos tempos de 0, 3 e 10 minutos. No 
total, foram realizados 15 ensaios e, nos cromatogramas obtidos, puderam ser identificados 7 
limonoides: xiloccesina k (A), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (B), angolensato de metila (C), 
6α-acetoxigedunina (D), andirobina (E), gedunina (F) e deacetilgedunina (G). Os 
cromatogramas adquiridos nos ensaios 02 e 15 estão apresentados na Figura 6.2 com os picos 
correspondentes aos limonoides identificados (A-G). Os demais cromatogramas estão 
apresentados no Anexo II. 
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Em seguida, aplicando a função de desejabilidade de Derringer & Suich, foram 
calculadas duas desejabilidades globais, D1 e D2, para cada ensaio dos Planejamentos I e II. A 
desejabilidade global D1 foi calculada considerando como respostas a resolução de cada pico 
correspondendo a uma resposta (RS) e o tempo de retenção (tR) do último limonoide eluído. 
Portanto, no Planejamento I, foram consideradas 11 respostas: 10 resoluções correspondente 
ao pico de cada limonoide (6) e seu adjacente e o tempo de retenção. 
A desejabilidade global D2 foi calculada considerando 2 respostas: o produto da 
resolução normalizada (r*) e o tempo de retenção (tR) do último limonoide eluído. Nas  
Tabela 6.6 e Tabela 6.7 estão apresentados os resultados das desejabilidades globais D1 e D2 e 
o tempo de retenção (tR) para os ensaios do Planejamento I e Planejamento II, 
respectivamente. 
 
 
Figura 6.1 Cromatogramas obtidos nos ensaios 08 e 15 do Planejamento I com a amostra 
CLHE1, cujas condições experimentais estão descritas na Tabela 6.2. Os limonoides 
identificados: xiloccesina k (A), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (B), angolensato de metila (C), 
6α-acetoxigedunina (D), andirobina (E) e gedunina (F). 
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Figura 6.2. Cromatogramas obtidos nos ensaios 02 e 15 do Planejamento II com a amostra 
CLHE1 cujas condições experimentais estão descritas na Tabela 6.4. Os limonoides 
identificados foram: xiloccesina k (A), 7-desacetoxi-7-oxogedunina (B), angolensato de 
metila (C), 6α-acetoxigedunina (D), andirobina (E), gedunina (F) e deacetilgedunina (G). 
 
Tabela 6.6. Valores do tempo de retenção (tR) e desejabilidades globais, D1 e D2, obtidos nos 
ensaios do Planejamento I. Os resultados das desejabilidades globais D1 e D2 foram calculados 
considerando, respectivamente, a resolução de cada pico cromatográfico (Rs) e o produto da 
resolução normalizada (r*).  
Ensaio tR D1 D2 
1 8,75 0,48 0,25 
2 7,40 0,46 0,29 
3 5,92 0,00 0,50 
4 4,65 0,46 0,56 
5 8,06 0,45 0,30 
6 7,11 0,41 0,24 
7 5,90 0,03 0,41 
8 4,68 0,49 0,72 
9 7,28 0,45 0,46 
10 4,71 0,45 0,50 
11 8,81 0,49 0,26 
12 4,92 0,48 0,56 
13 6,63 0,46 0,23 
14 6,46 0,45 0,41 
15 6,54 0,54 0,33 
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Tabela 6.7. Valores do tempo de retenção (tR) e desejabilidades globais, D1 e D2, obtidos nos 
ensaios do Planejamento II. Os resultados das desejabilidades globais D1 e D2 foram 
calculados considerando, respectivamente, a resolução de cada pico cromatográfico (Rs) e o 
produto da resolução normalizada (r*). 
Ensaio tR D1 D2 
1 10,73 0,46 0,77 
2 10,50 0,42 0,91 
3 8,53 0,47 0,64 
4 8,01 0,00 0,40 
5 9,21 0,47 0,74 
6 9,00 0,44 0,75 
7 7,56 0,45 0,59 
8 7,22 0,48 0,55 
9 9,10 0,44 0,61 
10 8,52 0,39 0,60 
11 10,20 0,51 0,80 
12 7,00 0,26 0,40 
13 7,61 0,37 0,49 
14 10,85 0,39 0,76 
15 8,92 0,57 0,78 
 
Visualizando os cromatogramas do Planejamento I (Figura 6.1) e do Planejamento 
II (Figura 6.2), nota-se que o limonoide deacetilgedunina (G) só foi identificado no 
Planejamento II, utilizando uma fase móvel composta por MeOH.  
Nos resultados apresentados na  
Tabela 6.6, nota-se que, no Planejamento I, os maiores valores para D1 e D2 foram de, 
respectivamente, 0,54 (ensaio 15) e 0,72 (ensaio 08). No Planejamento II, cujos resultados 
estão apresentados na Tabela 6.7, os maiores valores para D1 e D2 foram de 0,57 (ensaio 15) e 
0,91 (ensaio 02), respectivamente.  
Ainda, nota-se que, em geral, as desejabilidades globais, D1 e D2, obtidas nos 
ensaios do Planejamento II foram maiores que nos ensaios do Planejamento I. E, dentre os 
resultados do Planejamento II, as desejabilidades D2 foram, em geral, maiores que D1. 
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Analisando os melhores resultados de D1 e D2 do Planejamento II, entre o ensaio 
15 (D1 = 0,57) e ensaio 02 (D2 = 0,91), nota-se, que o tempo de retenção do ensaio 15 (tR = 
8,92 min) é menor que o tempo de retenção no ensaio 02 (tR = 10,50). Além disso, o 
cromatograma do ensaio 15 apresentou picos com maior simetria em comparação com o 
cromatograma do ensaio 02. 
Inicialmente, o planejamento de composto central foi proposto para construir um 
modelo de superfície de resposta e estimar as condições experimentais com melhor resultado. 
Entretanto, com os resultados obtidos não foi possível construir um modelo quadrático 
adequado então optou-se por comparar as os resultados dos ensaios e escolher o que melhor se 
adequasse nos critérios de qualidade propostos. 
Deste modo, considerando a simetria dos picos, um fator extremamente 
importante para uma análise cromatográfica quantitativa eficiente, pois a área do pico 
depende diretamente de sua simetria, um tempo de análise mais rápida e, consequentemente, 
menos custosa e o alto valor de desejablidade global, as condições experimentais utilizadas no 
ensaio 15 do Planejamento II foram consideradas apropriadas para uma separação eficiente 
dos limonoides presentes no concentrado de limonoides. 
 Conclusões parciais 
Nessa etapa do trabalho, foi desenvolvido um procedimento para otimização das 
análises dos concentrados de limonoides por CLUE-EM empregando o planejamento fatorial 
do composto central seguida da função de desejabilidade de Derringer & Suich.  
O planejamento fatorial de composto central foi empregado com o objetivo de 
avaliar a influência da fase móvel na qualidade da separação cromatográfica de forma 
abrangente e dirigida. A qualidade da separação cromatográfica foi mensurada através das 
resoluções entre os picos cromatográficos e o tempo de análise. E, devido ao caráter 
multiresposta da avaliação da separação cromatográfica, foi empregada a função de 
desejabilidade de Derringer & Suich. 
A utilização do planejamento experimental seguido da função de desejabilidade 
de Derringer & Suich demostrou ser eficiente na otimização da metodologia do CLUE- EM e 
através desse procedimento foi possível identificar as condições experimentais mais 
favoráveis, composta pela fase móvel (MeOH:H2O), para uma separação dos concentrados de 
limonoides mais eficiente. 
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7 Parte III: Análises qualitativa e quantitativa dos concentrados de limonoides 
Nessa etapa do trabalho será apresentado e discutido a quantificação do limonoide 
7-desacetoxi-7-oxogedunina nos concentrados de limonoides e as análises qualitativas dos 
concentrados de limonoides, incluindo o estudo comparativo por análise por componentes 
principais (PCA).  
 Objetivos 
Os objetivos dessa etapa do trabalho são:  
 Quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina presente nos concentrados de 
limonoides obtidos do resíduo industrial de andiroba (RIA) e do óleo de andiroba. 
 Análise qualitativa dos concentrados de limonoides obtidos do RIA e do óleo de andiroba, 
através da área relativa dos limonoides, empregando a cromatografia líquida de ultra 
eficiência acoplado ao espectrômetro de massas (CLUE-EM).  
 Estudo comparativo entre os concentrados de limonoides aplicando a análise de componentes 
principais (PCA) nos dados adquiridos nas análises de CLUE-EM. 
 Parte experimental 
Nessa etapa serão apresentados a metodologia empregada na quantificação do 
limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina nos concentrados de limonoides do RIA e do óleo de 
andiroba, nas análises qualitativas dos limonoides presente nos concentrados e no estudo 
comparativo por PCA entre os concentrados. 
 Materiais 
Os concentrados de limonoides utilizados nos ensaios foram os obtidos na seção 
5.2.5. O limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina utilizado para a construção da curva de 
calibração foi obtido na seção 5.2.6. Todos os solventes utilizados foram grau HPLC e a água 
purificada pelo sistema Milli Q®. 
 Equipamentos e condições experimentais 
Os equipamentos e condições experimentais utilizadas nessa etapa do trabalho 
foram as mesmas descritas na seção 5.2.2. 
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 Programas computacionais 
Os dados provenientes das análises de CLUE- EM e EM-EM foram tratados no 
programa MassLynx V4.1 da Water.90 Em todas as análises dos cromatogramas foi utilizado o 
método BPI Chromatogram 
Os cálculos de regressão linear e as análises de componentes principais (PCA) 
foram realizados pelo programa R (V. 3.2.1)95 utilizando, respectivamente, o comando lm e o 
comando prcomp com as opções default. 
 Quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina  
O limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina, isolado na seção 5.2.6, foi submetido à 
análise de CLUE-EM para construção de uma curva de calibração. Na curva de calibração foi 
utilizada a fase móvel composta por metanol e água (MeOH:H2O) com concentração do 
limonoide variando de 0,05 a 100 μg/ml. As condições experimentais utilizadas na eluição 
foram as otimizadas na seção 6 e estão apresentadas na Tabela 7.1. Os ensaios foram 
realizados em triplicata. 
Em seguida, os concentrados de limonoides, obtidos na seção 5.2.5, foram 
diluídos em metanol grau HPLC na concentração de 1 mg/ml e submetidos a análise de 
CLUE-EM para a quantificação de 7-desacetoxi-7-oxogedunina e para as análises 
qualitativas, nas mesmas condições experimentais (Tabela 7.1). Os ensaios foram realizados 
em triplicata. Após obtenção dos cromatogramas, as áreas dos picos cromatográficos referente 
ao limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (tr = 5,51) foram calculadas e com a curva de 
calibração construída, foi possível quantificar o limonoide nos concentrados. 
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Tabela 7.1. Condições experimentais utilizadas nas análises de CLUE-EM, na eluição da 
curva de calibração do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina e nas análises dos 
concentrados de limonoides. Na tabela, estão apresentados os tempos de eluição da fase 
móvel (MeOH: H2O) com sua a respectiva composição. 
Tempo % MeOH % H2O 
0 min 45,0 55,0 
3 min 50,0 50,0 
10 min 60,0 40,0 
12,5 min 70,0 30,0 
13 min 5,0 95,0 
 
 Análises qualitativas dos concentrados de limonoides  
Para as análises qualitativas dos concentrados de limonoides, a porcentagem da 
área relativa dos limonoides foram calculadas nos cromatogramas adquiridos na etapa anterior 
(seção 7.2.4). Os picos correspondentes aos limonoides foram identificados comparando o 
tempo de retenção de cada pico com os obtidos na seção 6.3, ensaio 15 do Planejamento II 
(Figura 6.2), e com os valores de m/z dos limonoides identificados na seção 5.3.4 (Tabela 
5.7). Esses resultados estão reproduzidos na Tabela 7.2. 
 
Tabela 7.2. Valores de m/z dos limonoides identificados na seção 5.3.4 (Tabela 5.7) e os 
respectivos tempos de retenção do pico cromatográfico, obtidos na seção 6.3, ensaio 15 do 
Planejamento II (Figura 6.2). 
Código Limonoide m/z tR 
A xiloccesina k 487,25 4,63 
B 7-desacetoxi-7-oxogedunina 439,27 5,03 
C angolensato de metila 471,30 6,58 
D 6α-acetoxigedunina 541,32 7,77 
E andirobina 469,29 8,38 
F gedunina 483,25 8,72 
G deacetilgedunina 441,26 8,90 
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 Análise por Componentes Principais (PCA)  
Para a análise de componentes principais (PCA), foram utilizados os sinais m/z, 
adquiridos nas análises de CLUE-EM, e suas respectivas intensidades. Dois modelos de PCA 
foram construídos: Modelo I e Modelo II. No Modelo I foram consideradas somente as 
intensidades dos sinais m/z correspondentes aos limonoides identificados na seção 5.3.4, cujos 
valores de m/z estão reproduzidos na Tabela 7.2. No Modelo II foram consideradas as 
intensidades de todos os sinais m/z detectados pelo equipamento, na faixa de valores de m/z 
de 300 a 700.  
 Resultados e discussões 
Nessa etapa serão apresentados e discutidos os resultados obtidos na quantificação 
do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina  nos concentrados de limonoides do RIA e do óleo 
de andiroba. Em seguida, serão apresentados e discutidos os resultados das análises 
qualitativas do estudo comparativo por PCA entre os concentrados. 
 Quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina 
Para um estudo quantitativo da composição dos limonoides presentes nos 
concentrados por CLUE-EM, é necessária a construção de uma curva de calibração para cada 
substância que deseja quantificar. Especialmente em casos em que a detecção é realizada por 
EM, em que a abundância dos íons gerados depende das características de cada analito, e a 
quantidade de íons produzidos nem sempre é linearmente proporcional a sua quantidade. 
Nesse trabalho, como somente o limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina foi 
isolado, somente esse limonoide foi quantificado nos concentrados. Desse modo, utilizando as 
condições experimentais do sistema CLUE-EM otimizadas na seção 6, uma curva de 
calibração foi construída com o limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina nas concentrações de 
0,05 a 100 μg/ml. Os resultados da regressão linear da curva de calibração estão apresentados 
na Equação 6.  
y = 4,85(0,31) x + 41,22(13,33) 
(6) 
r² = 0,96, F1,9 = 246,7 (F1,9 (95%) = 5,12) 
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Em seguida, os concentrados de limonoides foram eluídos no sistema CLUE-EM, 
nas mesmas condições experimentais que a curva de calibração, e a área correspondente ao 
pico do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina de cada amostra foi determinada e aplicada na 
regressão linear (Equação 6) para obter a concentração do limonoide. Os cromatogramas 
obtidos nessa etapa estão apresentados no Anexo III e na Tabela 7.3 estão apresentados os 
resultados da quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina nos concentrados, 
expresso em g/mg. Todas as análises foram realizadas em triplicatas. Para melhor 
visualização dos dados, um gráfico de barras com os resultados está apresentado na Figura 
7.1. 
 
Tabela 7.3. Concentração do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (μg/mg) nos 
concentrados de limonoides (obtidos na seção 5.2.5). As análises foram realizadas em 
triplicata (1, 2 e 3) e as médias estão acompanhadas com seus respectivos desvios padrão (s). 
Concentrado 
7-desacetoxi-7-oxogedunina / concentrado de limonoides (μg/mg) 
1° 2° 3° Média ± s 
CLHE1 1,60 2,01 1,67 1,76 ± 0,22 
CLHE2 1,24 1,24 1,78 1,48 ± 0,27 
CLDC1 1,06 0,91 1,84 1,27 ± 0,50 
CLDC2 1,69 1,12 1,54 1,55 ± 0,30 
CLCL1 2,15 1,92 1,66 1,91 ± 0,24 
CLCL2 1,15 1,43 1,48 1,36 ± 0,19 
CLAC1 0,73 0,89 1,04 0,89 ± 0,15 
CLAC2 1,14 0,69 1,04 0,96 ± 0,97 
CLET1 0,39 0,41 0,36 0,39 ± 0,02 
CLET2 0,23 0,33 0,49 0,35 ± 0,13 
CLOA1 0,54 0,48 0,52 0,51 ± 0,03 
CLOA2 1,26 0,99 1,08 1,11 ± 0,13 
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Figura 7.1 Gráfico de barras com a concentração do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 
expresso em g/ml, nos concentrados de limonoides. Os dados utilizados para a construção do 
gráfico estão apresentados na Tabela 7.3. 
 
A partir dos dados apresentados na Tabela 7.3 e na Figura 7.1, verifica-se que, em 
geral, os concentrados apresentaram quantidades semelhantes do limonoide 7-desacetoxi-7-
oxogedunina. Os concentrados provenientes de extrato hexano (CLHE1, 1,76 μg/mg e 
CLHE2, 1,48 μg/mg), diclorometano (CLDC1, 1,27 μg/mg e CLDC2, 1,55 μg/mg) e 
clorofórmio (CLCL1, 1,91 μg/mg e CLCL2, 1,36 μg/mg) apresentaram uma concentração 
ligeiramente superior que os concentrados provenientes do extrato com acetona (CLAC1, 0,89 
μg/mg e CLAC2, 0,96 μg/mg). No entanto, houve uma diminuição significativa na 
concentração de 7-desacetoxi-7-oxogedunina nos concentrados obtidos com etanol (CLET1, 
0,39 μg/mg e CLET2, 0,35 μg/mg) e com o óleo de andiroba (CLOA1, 0,51 μg/mg e CLOA2, 
1,11 μg/mg).  
Para uma análise mais abrangente dos resultados, na Tabela 7.4 estão 
apresentados uma análise quantitativa do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (g/g) nos 
extratos de RIA, no RIA e no óleo de andiroba. Nessas análises o limonoide foi quantificado 
no concentrado, portanto as concentrações apresentadas na tabela referem-se à quantidade de 
limonoide extraído dos extratos, do óleo e do RIA. 
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Tabela 7.4. Análise quantitativa do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (μg/g), extraído no 
concentrado de limonoides (obtidos na seção 5.2.5), dos extratos de RIA do RIA do óleo de 
andiroba. As medidas foram realizadas em triplicata e as médias estão apresentadas com seus 
respectivos desvios padrão. 
Extratos Concentrado 
1Limonoide /  
Concentrado (μg/mg) 
2Limonoide /  
Extrato (μg/g) 
3Limonoide / 
RIA (μg/g) 
EHE 
CLHE1 1,76 ± 0,22 33,04 ± 4,10 9,27 ± 1,15 
CLHE2 1,48 ± 0,27 32,86 ± 6,39 9,22 ± 1,79 
EDC 
CLDC1 1,27 ± 0,50 47,80 ± 18,10 11,62 ± 4,40 
CLDC2 1,55 ± 0,30 59,63 ± 13,03 14,49 ± 3,17 
ECL 
CLCL1 1,91 ± 0,24 105,03 ± 9,15 27,10 ± 2,36 
CLCL2 1,36 ± 0,19 77,64 ± 9,62 20,03 ± 2,48 
EAC 
CLAC1 0,89 ± 0,15 52,82 ± 10,75 15,24 ± 3,10 
CLAC2 0,96 ± 0,97 60,36 ± 21,66 17,41 ± 6,25 
EET 
CLET1 0,39 ± 0,02 42,13 ± 3,50 10,20± 0,85 
CLET2 0,35 ± 0,13 63,32 ± 24,70 15,32 ± 5,98 
OA 
CLOA1 0,51 ± 0,03 9,17 ± 1,28  
CLOA2 1,11 ± 0,13 22,19 ± 2,25  
1limonoide/extrato: massa limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (μg) em 1 mg de 
concentrado de limonoides; 
2limonoide/extrato: massa do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (μg) extraído, na forma 
de concentrados, em 1g do extrato bruto de RIA ou do óleo;  
3limonoide/RIA: massa do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina (μg) extraído, na forma de 
concentrados, em 1g de RIA. 
 
Considerando a quantidade do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina extraído, na 
forma de concentrado, dos extratos brutos (Tabela 7.4), ou seja, considerando o rendimento da 
obtenção dos concentrados de limonoides, observa-se que o extrato obtido com clorofórmio 
(EDC, 105,03 e 77,64 μg/g) apresentou o melhor resultado. Em comparação com o óleo de 
andiroba (CLOA, 9,17 e 22,19 μg/g), observa-se foi possível extrair uma maior quantidade do 
limonoide dos extratos que do óleo, usando a metodologia empregada no trabalho.  
Extrapolando os dados para o RIA, foi possível extrair até 27 μg do limonoide por 
grama do RIA com o método desenvolvido. Utilizando o mesmo método de precipitação dos 
81 
 
concentrados no óleo de andiroba, a extração foi de cerca de 22 μg. Portanto, a extração do 
RIA e do óleo de andiroba resultaram uma quantidade semelhante do limonoide 7-desacetoxi-
7-oxogedunina. Embora a quantificação ter sido feita somente com o limonoide 7-desacetoxi-
7-oxogedunina, esse resultado deve ser o mesmo para os demais limonoides presentes nos 
concentrados, pois suas estruturas são análogas e, consequentemente, possuem polaridade 
semelhantes. 
Com método proposto para obtenção de um concentrado de limonoides foi 
possível, não somente extrair limonoides do RIA e do óleo de andiroba, como obtermos uma 
quantidade semelhantes do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina extraído do RIA e do óleo. 
Esses resultados confirmam a hipótese de que, durante o processo de obtenção do óleo, uma 
quantidade significativa de limonoides fica retida na semente. 
 
 Análise qualitativa dos concentrados de limonoides 
Para quantificação dos demais limonoides no sistema CLUE-EM seria necessária 
uma curva de calibração para cada substância de interesse. Na ausência dessas substâncias 
isoladas, foi realizado uma análise qualitativa dos demais limonoides. Para essa análise, a área 
relativa correspondente ao pico cromatográfico de cada limonoide foi calculada. No total, 
foram calculadas as áreas relativas de 6 limonoides identificados: xiloccesina k, 7-desacetoxi-
7-oxogedunina, angolensato de metila, 6α-acetoxigedunina, andirobina e gedunina. Embora o 
limonoide deacetilgedunina tenha sido identificado nas amostras, seu pico era muito pequeno 
e não foi possível determinar sua área com precisão. Na Tabela 7.5 estão apresentadas as 
médias das porcentagens das áreas relativas dos limonoides nos concentrados de RIA e no 
óleo de andiroba e seus respectivos desvios padrão. Na Figura 7.2 estão apresentados os 
gráficos de barras com a média e desvio padrão das amostras para cada limonoide analisado. 
As áreas relativas dos picos cromatográficos correspondentes aos limonoides 
identificados correspondem a cerca de 50% da área total do cromatograma nas amostras 
analisadas. Em todas as amostras, a maior fração corresponde ao limonoide angolensato de 
metila (C), cuja fração variou de 12% (CLOA1) a 21% (CLAC1) do total, seguida do 
limonoide 6α-acetoxigedunina (D), variando de 9% (CLOA2) a 12% (CLAC1). Analisando a 
soma das áreas relativas, correspondente aos limonoides, nota-se que as áreas dos 
concentrados provenientes do RIA (55% a 48%) foram ligeiramente superiores que dos 
concentrados provenientes do óleo (40% a 45%). 
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Tabela 7.5 Composição relativa dos limonoides (% da área relativa do pico cromatográfico) nos concentrados de limonoides (obtidos na seção 
5.2.5), por análise de CLUE-EM. Os ensaios foram realizados em triplicata e as médias estão acompanhados com seus respectivos desvios 
padrão. 
CL A (%) B (%) C (%) D (%) E (%) F (%) Total (%) 
CLHE1 3,93 ± 0,18 6,79 ± 0,59 18,35 ± 0,13 12,33 ± 0,32 3,36 ± 0,08 7,69 ± 0,10 52,45 ± 0,32 
CLHE2 3,96 ± 0,06 6,83 ± 0,60 19,85 ± 0,28 11,93 ± 0,46 3,38 ± 0,16 8,08 ± 0,51 54,03 ± 1,07 
CLDC1 4,69 ± 0,24 6,44 ± 0,96 18,78 ± 0,99 12,09 ± 0,41 2,71 ± 0,16 8,19 ± 0,26 52,90 ± 1,19 
CLDC2 4,92 ± 0,13 6,07 ± 0,45 17,68 ± 1,00 10,58 ± 0,42 2,80 ± 0,29 7,42 ± 0,74 49,47 ± 1,36 
CLCL1 5,03 ± 1,39 7,11 ± 0,30 15,64 ± 2,09 10,76 ± 1,18 3,35 ± 0,57 6,60 ± 0,51 48,49 ± 0,76 
CLCL2 4,94 ± 0,29 6,74 ± 0,69 18,75 ± 0,72 9,99 ± 0,15 2,44 ± 0,13 7,30 ± 0,10 50,13 ± 0,79 
CLAC1 4,10 ± 0,25 6,33 ± 0,49 21,17 ± 0,43 12,38 ± 0,85 2,60 ± 0,08 8,44 ± 0,63 55,02 ± 1,83 
CLAC2 4,15 ± 0,34 6,30 ± 0,54 19,91 ± 1,76 9,91 ± 0,15 2,29 ± 0,30 8,09 ± 0,89 50,66 ± 3,13 
CLET1 3,42 ± 0,83 6,45 ± 1,34 19,05 ± 1,46 11,44 ± 1,04 2,30 ± 0,56 8,32 ± 0,68 50,98 ± 1,29 
CLET2 3,49 ± 0,27 5,65 ± 0,41 19,55 ± 1,11 11,87 ± 0,32 2,17 ± 0,36 9,62 ± 0,34 52,34 ± 2,24 
CLOA1 3,82 ± 0,84 7,06 ± 0,53 12,28 ± 1,68 11,76 ± 2,21 1,22 ± 0,25 8,57 ± 2,12 44,70± 5,66 
CLOA2 3,50 ± 0,81 5,39 ± 0,89 19,91 ± 3,08 9,35 ± 0,45 0,34 ± 0,22 7,91 ± 0,87 40,39 ± 5,40 
CL = Concentrado de Limonoide; A = xiloccesina k; B = 7-desacetoxi-7-oxogedunina; C = angolensato de metila; D = 6α-acetoxigedunina; E = 
andirobina; F = gedunina. 
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Figura 7.2. Gráficos de barras com as médias e desvios padrão das porcentagens das áreas 
relativas aos picos cromatográficos correspondente aos limonoides nos concentrados 
analisadas, cujos valores estão apresentados na Tabela 7.5. 
 
 Análise de componentes principais (PCA)  
Para uma análise comparativa mais abrangente entre todos os concentrados de 
limonoides provenientes do RIA e do óleo de andiroba, foram gerados dois modelos por 
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análises de componentes principais (PCA): Modelo I e Modelo II. Os dois modelos foram 
construídos utilizando os sinais m/z adquiridos por CLUE-EM para todos os concentrados de 
limonoides obtidos na seção 5.2.5. No Modelo I foram consideradas somente as intensidades 
dos sinais m/z correspondentes aos limonoides previamente identificados, sendo eles: 
xiloccesina k, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, angolensato de metila, 6α-acetoxigedunina, 
andirobina, gedunina e deacetilgedunina. No Modelo II foram consideradas as intensidades 
dos sinais m/z registrados, na faixa de valores de m/z de 300 a 700. Os gráficos de escores do 
Modelo I e Modelo II estão ilustrados na Figura 7.3. 
 
Figura 7.3. Gráficos de escores da análise de PCA obtidos com Modelo I e Modelo II. No 
Modelo I foram consideradas as intensidades dos sinais m/z correspondentes aos limonoides 
previamente identificados e no Modelo II foram consideradas de todos os sinais m/z, na faixa 
de valores de m/z de 300 a 700, ambos adquiridos no CLUE-EM dos concentrados 
provenientes do RIA e do óleo de andiroba. 
Observa-se nos gráficos de escores correspondente ao Modelo I que os 
concentrados provenientes do óleo de andiroba (CLOA) diferenciam significamente dos 
demais concentrados, formando um agrupamento na parte superior do gráfico. Os 
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concentrados provenientes dos extratos de RIA também diferenciaram entre si, demostrando 
que as composições dos limonoides nos concentrados, representados pelas intensidades dos 
sinais m/z, são diferentes de acordo com o extrato precursor. A diferença mais evidente é do 
concentrado obtido com o hexano (CLHE), agrupado acima dos demais, e etanol (CLET), 
agrupado na parte direita do gráfico. Os concentrados obtidos com clorofórmio (CLCL) e 
diclorometano (CLDC) ficaram sobrepostos e com acetona (CLAC) ficaram ligeiramente 
deslocados para a direita. 
No Modelo II, em que são considerados todos as intensidades dos sinais m/z, 
também houve uma separação entre concentrados de limonoides. Os concentrados 
provenientes do óleo (CLOA) ficaram agrupados na parte inferior do gráfico e, dentre os 
concentrados provenientes do RIA, a separação está mais evidente que no Modelo I. Ainda 
que esteja mais evidente, a padrão do agrupamento é o mesmo entre os concentrados do RIA, 
isto é, o concentrado obtido com o hexano (CLHE) está agrupado acima dos demais e etanol 
(CLET) está agrupado na parte direita do gráfico. Os concentrados obtidos com clorofórmio 
(CLCL) e diclorometano (CLDC) ficaram mais separados e os com acetona (CLAC) ficaram 
ligeiramente descocados para a direita. 
Nota-se, que para concentrados CLHE, CLCL e CLOA os concentrados obtidos 
com adição de 05 ml de hexano (1) diferenciam-se dos obtidos com 10 ml de hexano (2), 
sendo o último descolado para a direita. Para os demais, essa diferença não foi observada.  
O padrão de agrupamento dos concentrados representados nos gráficos demostra 
que há diferenciação na composição dos concentrados provenientes de extratos diferentes. 
Essa diferença é observada tanto na análise dos limonoides (Modelo I) quanto na análise de 
todos os sinais adquiridos (Modelo II). Como essa análise é qualitativa não será possível 
afirmar quais as diferenças entre os concentrados, mas pode-se afirmar que os concentrados 
dos extratos e do óleo possuem composições diferentes. Uma análise mais minuciosa será 
necessária para saber quais são essas diferenças. 
 Conclusões Parciais 
Os resultados obtidos na quantificação do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina 
nos concentrados de limonoides confirmam a hipótese de que, durante o processo de obtenção 
do óleo, uma quantidade significativa de limonoides fica retida na semente, de 9 a 15 µg por 
grama de resíduo industrial. Ainda, com o método proposto, foi possível avaliar que 
quantidades semelhantes do limonoide pode ser extraído do RIA e do óleo de andiroba.  
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Nas análises qualitativas foi possível observar que a maior fração dos 
cromatogramas corresponde ao limonoide angolensato de metila, enquanto que a menor 
fração analisada corresponde ao limonoide andirobina. Dentre os concentrados analisados, os 
provenientes do óleo de andiroba apresentaram menor fração relativa de limonoides que os 
demais concentrados. Nas análises de PCA, a diferenciação na composição dos concentrados 
ficou mais evidente, principalmente na diferenciação entre os concentrados provenientes do 
RIA e do óleo de andiroba. 
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8 Conclusões Gerais 
O desenvolvimento desse trabalho permitiu uma contribuição importante para o 
processo de extração de óleo de andiroba, confirmando a presença de limonoides retidos no 
resíduo industrial de andiroba (RIA) e propondo uma metodologia simples para extrair esses 
limonoides do RIA e do óleo de andiroba.  
Na primeira parte desse trabalho foi desenvolvido um método de extração do RIA 
e de obtenção de concentrados de limonoides de maneira muito rápida e simples. Nesses 
concentrados, aplicando a técnica de CLUE-EM, foram possíveis identificar a presença de 7 
limonoides (xiloccesina k, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, angolensato de metila, 6α-
acetoxigedunina, andirobina, gedunina e deacetilgedunina). Ainda, foi desenvolvido um 
método simples para isolar o limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina de maneira eficaz. 
Na terceira parte do trabalho, as análises qualitativas e quantitativas dos 
limonoides presentes nos concentrados permitiram avaliar a metodologia empregada, 
demostrando uma maior quantidade de limonoides presente nos concentrados provenientes do 
RIA que do óleo de andiroba. Adicionalmente, as análises por componentes principais 
demostraram que os concentrados obtidos de diferentes extratos de RIA diferem entre si na 
composição do concentrado de limonoides e a quantidade dos limonoides identificados 
variaram para cada um dos concentrados obtidos e uma variação ainda maior foi observada 
com os concentrados provenientes do óleo de andiroba. 
Paralelamente, na terceira parte desse trabalho, foi desenvolvido um procedimento 
para otimização das análises dos concentrados de limonoides por CLUE-EM empregando o 
planejamento fatorial do composto central seguida da função de desejabilidade de Derringer 
& Suich. A utilização dessa abordagem demostrou ser eficiente na otimização da metodologia 
e através desse procedimento foi possível identificar as condições experimentais mais 
favoráveis, composta pela fase móvel (MeOH:H2O), para uma separação dos concentrados de 
limonoides mais eficiente e padronizada. 
Em suma, esse trabalho demostrou a viabilidade da utilização RIA, subproduto da 
andiroba, agregando valor ao produto e auxiliando no uso sustentável da andiroba. E, devido à 
facilidade de obtenção do RIA, a quantidade que é descartada pela indústria após extração do 
óleo e de seu potencial biológico, confirmado pela presença de limonoides, é de extrema 
importância a continuidade desse estudo. Uma vez que esse a metodologia empregada pode 
ser otimizada com o objetivo de extrair uma maior quantidade de limonoides do RIA. 
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10 Anexos I 
 Espectros de massas sequenciais (EM-EM) dos limonoides. 
Os espectros de massas sequenciais foram obtidos utilizando CLUE-IES(+)-EM-EM nas 
condições experimentais descritas na seção 5.2.2. 
 
Figura I.1. IES(+)-EM-EM do limonoide andirobina. O espectro foi adquirido em MeOH/H2O 
com 0,1% de ácido fórmico. 
 
Figura I.2. IES(+)-EM-EM do limonoide 7-desacetoxi-7-oxogedunina. O espectro foi 
adquirido em MeOH/H2O com 0,1% de ácido fórmico. 
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Figura I.3. IES(+)-EM-EM do limonoide angolensato de metila. O espectro foi adquirido em 
MeOH/H2O com 0,1% de ácido fórmico. 
 
 
Figura I.4. IES(+)-EM-EM do limonoide gedunina. O espectro foi adquirido em MeOH/H2O 
com 0,1% de ácido fórmico. 
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Figura I.5. IES(+)-EM-EM do limonoide xiloccensin K. O espectro foi adquirido em 
MeOH/H2O com 0,1% de ácido fórmico. 
 
 
Figura I.6. IES(+)-EM-EM do limonoide 6-acetoxigedunina. O espectro foi adquirido em 
MeOH/H2O com 0,1% de ácido fórmico. 
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11 Anexos II 
Cromatogramas dos planejamentos experimentais I e II 
Os cromatogramas foram obtidos utilizando CLUE-EM nas condições experimentais 
descritas nas seções 6.2.2 e 6.2.3. 
 
Figura II.1. Cromatograma obtido no Ensaio 01 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.2. Cromatograma obtido no Ensaio 02 do Planejamento I com a amostra CLHE1 
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Figura II.3. Cromatograma obtido no Ensaio 03 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.4. Cromatograma obtido no Ensaio 04 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.5. Cromatograma obtido no Ensaio 05 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
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Figura II.6. Cromatograma obtido no Ensaio 06 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.7. Cromatograma obtido no Ensaio 07 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.8. Cromatograma obtido no Ensaio 08 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
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Figura II.9. Cromatograma obtido no Ensaio 09 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.10. Cromatograma obtido no Ensaio 10 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.11. Cromatograma obtido no Ensaio 11 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
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Figura II.12. Cromatograma obtido no Ensaio 12 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.13. Cromatograma obtido no Ensaio 13 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.14. Cromatograma obtido no Ensaio 14 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
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Figura II 15. Cromatograma obtido no Ensaio 15 do Planejamento I com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.16. Cromatograma obtido no Ensaio 01 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.17. Cromatograma obtido no Ensaio 02 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
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Figura II.18. Cromatograma obtido no Ensaio 03 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.19. Cromatograma obtido no Ensaio 04 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.20. Cromatograma obtido no Ensaio 05 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
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Figura II.21. Cromatograma obtido no Ensaio 06 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.22. Cromatograma obtido no Ensaio 07 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.23.Cromatograma obtido no Ensaio 08 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
106 
 
 
 
Figura II.24. Cromatograma obtido no Ensaio 09 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.25. Cromatograma obtido no Ensaio 10 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.26. Cromatograma obtido no Ensaio 11 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
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Figura II.27. Cromatograma obtido no Ensaio 12 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II.28. Cromatograma obtido no Ensaio 13 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
 
Figura II 29. Cromatograma obtido no Ensaio 14 do Planejamento II com a amostra CLHE1. 
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Figura II.30. Cromatograma obtido no Ensaio 15 do Planejamento II com a amostra CLHE1.
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12 Anexos III 
Cromatogramas dos concentrados de limonoides 
Os cromatogramas foram obtidos utilizando CLUE-EM nas condições experimentais 
descritas nas seções 7.2.2 e 7.2.5. 
 
Figura III.1. Cromatograma da amostra CLHE1. 
 
Figura III.2. Cromatograma da amostra CLHE2. 
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Figura III.3. Cromatograma da amostra CLDC. 
 
Figura III.4. Cromatograma da amostra CLDC2. 
 
Figura III.5. Cromatograma da amostra CLCL1. 
 
Figura III.6. Cromatograma da amostra CLCL2. 
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Figura III.7. Cromatograma da amostra CLAC1. 
 
Figura III.8. Cromatograma da amostra CLAC2. 
 
Figura III.9. Cromatograma da amostra CLET1. 
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Figura III.10. Cromatograma da amostra CLET2. 
 
Figura III.11. Cromatograma da amostra CLOA1. 
 
Figura III.12. Cromatograma da amostra CLOA2. 
